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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
AM   amnijska membrana  
AMT   transplantacija amnijske membrane 
APC   antigen predstavitvene celice 
ATP   adenozin trifosfat 
CK   citokeratin  
CLAU  avtologni veznično-limbalni presadek 
CLET   presaditev vzgojenega limbalnega epitelija 
CTLA antigen povezan s citotoksičnim limfocitom T  
DC   dendritične celice 
EGF  epidermalni rastni faktor 
eTAC  zgodnje usmerjena predniška celica 
IFN  interferon 
IL  interlevkin 
KGF  keratinocitni rastni faktor 
KLAL  keratolimbalni alograft 
LC   Langerhansove celice 
LEMC limbalne epitelijske matične celice 
lr-CLAL  keratolimbalni alograft darovan od živega sorodnika 
lTAC  pozno usmerjena predniška celica 
mDC   mieloidne dendritične celice 
MFI   povprečna intenziteta fluorescence 
MHC   molekule poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti  
NSG  imunsko oslabljene miši linije NOD (angl. NOD scid gamma mice) 
PAMP  s patogeni povezani molekulski vzorci 
pDC   plazmacitoidne dendritične celice 
PMC  post-mitotska celica 
PRR   vzorčno prepoznani receptorji  
SLET  enostavna presaditev limbalnega epitelija 
SSCE  sekvenčna veznična epiteliektomija 
TDC  dokončno diferencirana celica 
TLR  transmembranski tolični receptor 
Treg  regulatorne T celice 
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1 UVOD  
Magistrska naloga je nadaljevanje raziskave, ki jo je v sklopu doktorske disertacije Vzgoja 
in opredelitev človeških limbalnih epitelijskih matičnih celic izvedla Zala Lužnik, dr. med 
(Lužnik, 2017).  
Eksperimentalni del naloge je potekal na dveh lokacijah, zato lahko raziskavo v grobem 
razdelimo na dva dela: prvi del je potekal na Očesni kliniki - Univerzitetni klinični center 
(UKC) Ljubljana; Grablovičeva ulica 46, 1000 Ljubljana in drugi del, ki je potekal na 
Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo (IMI); Zaloška cesta 4, 1000 Ljubljana. 
Na Očesni kliniki poteka zdravljenje bolnikov z očesnimi obolenji in okvarami vida. 
Udejstvujejo se tudi v raziskovalni dejavnosti, kjer sodelujejo s slovenskimi in tujimi 
znanstvenimi in izobraževalnimi ustanovami. Komisija Republike Slovenije za medicinsko 
etiko je odobrila raziskavo na seji 18. 2. 2014 (številka odobritve 123/02/14). Vsi 
eksperimenti so bili opravljeni v skladu s Helsinško deklaracijo o biomedicinskih 
raziskavah na človeku. Uporabili smo darovana tkiva (tj. korneolimbalni obroč), ki niso 
bila primerna za transplantacijo in so zato lahko uporabljena v raziskovalne namene. Drugi 
del raziskave je potekal na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo, ki je največja 
slovenska ustanova za mikrobiološko in imunološko dejavnost. Sodelujejo z mnogimi 
inštituti in zdravstvenimi ustanovami v Sloveniji in tujini ter so poleg klinične in 
zdravstvene dejavnosti tesno povezani tudi z raziskovalno dejavnostjo.  
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJ MAGISTRSKE NALOGE 
Limbalne epitelijske matične celice (LEMC) so celice, ki se nahajajo v/na roženičnem robu 
(tj. limbus corneae). Te celice omogočajo obnovo roženičnega epitelija, zato okvara ali 
pomanjkanje teh celic vodi v bolezensko stanje. Pomanjkanje LEMC (angl. limbal stem 
cell deficiency, LSCD) je bolezen površine očesa, pri kateri pride do konjunktivalizacije in 
vaskularizacije, okvar epitelija, kroničnega vnetja in poslabšanja vida. To lahko zdravimo 
na štiri načine, s katerimi obnovimo populacijo limbalnih matičnih celic: (1) v primeru 
enostranskega popolnega pomanjkanja LEMC, lahko izvedemo avtologno presaditev 
LEMC iz zdravega očesa – avtologni veznično-limbalni presadek (angl. conjunctival-
limbal autografts, CLAU), (2) medtem ko moramo v primeru prizadetosti obeh očes za 
presaditev uporabiti alogensko tkivo, ki je lahko kadaverskega izvora – keratolimbalni 
alograft (angl. keratolimbal allograft, KLAL) ali (3) darovano od živega sorodnika (angl. 
living-related conjunctival-limbal allografts, lr-CLAL), ali pa (4) uporabimo ex vivo 
vzgojeno tkivo (angl. cultivated limbal epithelial transplantation, CLET). Metoda CLET je 
novejši način zdravljenja, s katerim lahko zdravimo enostransko in predvsem 
obojestransko pomanjkanje LEMC, kjer ni možno opraviti avtologne presaditve. Ob 
presaditvi alogenega limbalnega tkiva (KLAL ali lr-CLAL) lahko pride do zavrnitvene 
reakcije. V tej raziskavi smo imunogenost gojenih celic korneolimbalnega obroča 
opredelili z deležem in fenotipom dendritičnih celic (DC) v gojeni kulturi limbalnega 
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tkiva, saj imajo ravno DC, ki so antigen predstavitvene celice (angl. antigen presenting 
cells, APC), ključno vlogo pri iniciaciji T celične zavrnitvene reakcije. Poznamo dve 
podskupini (fenotipa) DC: (1) mieloidne ali konvencionalne (mDC) in (2) plazmacitoidne 
DC (pDC). Glede na stopnjo zrelosti izražajo različno količino kostimulatornih molekul 
CD80 in CD86, molekul MHC II (HLA-DR) in aktivacijskih molekul CD83 ter glede na to 
posredujejo različen odziv specifičnega imunskega odziva (imunost ali toleranca) na 
antigen. Mieloidne DC konstruktivno izražajo molekule CD11c, medtem ko pDC 
konstitutivno izražajo molekule CD303 in CD123, zato jih lahko na podlagi teh 
označevalcev tudi ločimo med seboj. Določili smo tudi delež celic, ki izražajo ABCB5, ki 
je označevalec za LEMC. V prihodnosti bi lahko pomanjkanje LEMC zdravili z gojenimi 
celicami limbalnega epitelijskega tkiva, katere bi obogatili glede na označevalec ABCB5. 
Ker so za uspešno obnovitev očesne površine pomembne tudi epitelijske roženične celice, 
smo preverili prisotnost le-teh z določanjem citokeratina 12 (CK12). 
V kirurgiji se že dolgo uporablja amnijska membrana (AM), med drugim tudi pri 
rekonstrukciji očesne površine. Deluje kot zaviralec preraščanja vezničnega tkiva in 
predstavlja dobro površino za normalno migracijo epitelijskih celic. Bazalna membrana 
vsebuje kolagenska vlakna in adhezivne glikoproteine, ki jih najdemo tudi v bazalnih 
membranah roženičnega in vezničnega epitelija. Epitelijske celice AM izražajo številne 
rastne faktorje, ki spodbujajo zdravljenje roženičnih poškodb. Zato je bil velik napredek pri 
zdravljenju pomanjkanja LEMC hkratna uporaba AM in gojenih roženičnih celic. Postopek 
so vpeljali Pellegrini in sod. (1997), s ciljem, da bi zmanjšali zavračanje presadkov. V 
namen zdravljenja in rekonstrukcije očesne površine lahko uporabljamo intaktno ali 
brezcelično AM, kjer celice pred uporabo encimsko odstranimo. Ker se za rekonstrukcijo 
očesne površine uporablja tudi AM, smo eksplante korneolimbalnega obroča gojili tudi na 
intaktni AM. 
Cilj magistrske naloge je bil ugotoviti ali število pasaž vpliva na spremembo deleža pDC in 
mDC v gojenem limbalnem epiteliju ter določiti najbolj optimalno pasažo za presaditev. 
Eksplante korneolimbalnega obroča smo gojili na plastiki in intaktni AM ter jih trikrat 
pasažirali. Vzorce iz vsake pasaže smo analizirali s pretočnim citometrom FACSCANTO 
II. Merili smo delež pDC in mDC, delež izražanja kostimulatornih molekul CD80 in 
CD86, aktivacijske molekule CD83, CK12 in ABCB5.  
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Postavili smo štiri delovne hipoteze. Pričakovali smo:  
1. da se bo z višjim številom pasaž znižalo število mDC in pDC, gojenih tako na plastiki 
kot na amnijski membrani, 
2. da se bo z višjim številom pasaž znižalo izražanje kostimulatornih in aktivacijskih 
molekul na celicah, gojenih tako na plastiki kot na amnijski membrani (izražanje 
bomo merili s povprečno intenziteto fluorescence, MFI), 
3. eksplanti, gojeni na amnijski membrani, bodo imeli v višjih pasažah večji delež 
epitelijskih roženičnih celic, kot eksplanti, gojeni na plastiki, 
4. eksplanti, gojeni na amnijski membrani, bodo imeli v višjih pasažah večji delež 
limbalnih epitelijskih matičnih celic, kot eksplanti, gojeni na plastiki. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 OKO IN ROŽENICA 
Oko je organ, ki zaznava svetlobo in omogoča vid. Človeško oko je v grobem zgrajeno iz 
treh plasti: (1) vezivna plast, ki jo gradita roženica in beločnica, (2) žilna plast, ki jo 
gradijo šarenica, ciliarnik (ciliarna mišica) in žilnica, ter (3) živčna plast, ki jo gradi 
mrežnica. V tej magistrski nalogi smo se posvetili predvsem roženici in okoliškim tkivom.  
Roženica je zgornja površina očesa in predstavlja okno v svet, zato je obnavljanje 
roženičnega tkiva nujno, da ohranimo dober vid. Ohranjanje integritete in funkcionalnosti 
najbolj zunanjega sloja roženice, epitela, je nujno za lom svetlobe naprej na lečo in nato na 
mrežnico na zadnji strani očesa (Secker in Daniels, 2009). Pri povprečnem odraslem 
človeku horizontalni premer roženice meri med 11,5 in 12 mm in je za 1 mm večji kot 
vertikalni premer. Debelina meri 0,5 mm in rahlo narašča od centra proti periferiji, zato je 
v centru debelejša, kar ustvari asferični optični sistem (DelMonte in Kim, 2011). Svetlobni 
žarki, ki pridejo do očesa, se lomijo na roženici in leči, ki se s pomočjo ciliarne mišice 
prilagodi tako, da se snop svetlobnih žarkov združi na mrežnici. Ta vsebuje fotoreceptorje, 
imenovane čepnice in paličnice, ki svetlobni dražljaj pretvorijo v električni impulz, ki 
potuje po optičnem živcu v zadnji del možganov (Niederkorn in Kaplan, 2007). Roženica 
prispeva največ, kar dve tretjini, optične moči očesa, drugo tretjino pa prispeva leča (Meek 
in sod., 2003). Roženico sestavlja pet plasti. Najbolj zunanja plast je nekeratinizirajoč 
večskladen ploščati roženični epitelij, ki leži na Bowmanovi plasti, ki ščiti roženično 
stromo. Sledi sredinska stromalna plast ali roženična stroma, ki jo sestavlja malo 
keratinocitov in veliko kolagenskih vlaken. Stroma predstavlja 90 % roženice in je razlog, 
da je roženica prosojna. Nato sledi enoskladni endotelij, ki leži na Descementovi 
membrani, ki ima vlogo modificirane bazalne membrane za endotelijske celice (Secker in 
Daniels, 2009). 
Roženični epitelij, skupaj s solznim filmom, predstavlja prvo fizično zaščito pred zunanjim 
okoljem. Solzni film zgladi vse najmanjše nepravilnosti površine epitelija in tako olajša 
prehod svetlobnih žarkov. Mukozni sloj solznega filma, ki je v direktnem stiku z 
roženičnim epitelijem, proizvajajo veznične čašaste celice. Roženični epitelij je 
stratificirana, nekeratinizirajoča plast ploščatih celic, katere lastnost je visoka enakost po 
celotni površini. Razteza se od ene do druge strani roženičnega limbusa. Ta tvori obroč in 
predstavlja mejo med roženico in veznico ter spodaj ležečo beločnico (slika 1) (DelMonte 
in Kim, 2011). 
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Slika 1: Lokacija roženičnega limbusa. (a) Črtkana črta prikazuje lokacijo roženičenga limbusa, ki je meja med veznico 
in roženico. (b) Povečava na mejo med veznico in roženico, kjer so s puščicami označene krvne žile veznice, ki se 
zaključijo pri limbusu (Notara in sod., 2018) 
2.2 LIMBALNE EPITELIJSKE MATIČNE CELICE 
Epitelij roženice se obnavlja s pomočjo majhne populacije matičnih celic v limbusu in se 
imenujejo limbalne epitelijske matične celice, LEMC (Secker in Daniels, 2009). LEMC se 
nahajajo v limbalni niši, ki je v področju Vogtovih palisad limbusa, kjer se limbus uviha 
sam vase, s čimer poveča svojo površino in hkrati zaščiti LEMC pred strižnimi silami. V 
Vogtovih palisadah je preplet žil, ki prinašajo dodatna hranila, poleg tistih iz solzne 
tekočine in prekatne vodice. Vogtove palisade so pigmentirane zaradi melanocitov, ki 
ščitijo LEMC pred UV žarki in posledično pred nastankom reaktivnih kisikovih spojin 
(Notara in sod., 2018). LEMC niso diferencirane, imajo primitivno citoplazmo in visoko 
zmožnost samoobnavljanja z zelo nizko stopnjo mutacij pri proliferacijah, kar je nujno, da 
ohranijo svojo matičnost in ne prenašajo mutacij, ki bi negativno vplivale na proces 
diferenciacije in celične funkcije. Imajo dolgo življenjsko dobo in dolg celični cikel (angl. 
slow-cycling), saj imajo nizko mitotsko aktivnost. Čeprav imajo visok in vitro 
proliferativni potencial, imajo pri normalnih ravnovesnih pogojih nizko stopnjo 
proliferacije (Dua in Azuara-Blanco, 2000). 
LEMC se delijo simetrično, da obnavljajo populacijo, in asimetrično, pri čemer ena 
hčerinska celica ostane nediferencirana, iz druge hčerinske celice pa nastane linijsko 
zgodnja usmerjena predniška celica (angl. early transit amplifying cell, eTAC). Ta 
centripetalno migrira proti bazalni membrani roženičnega epitelija, kjer se spremeni v 
pozno usmerjeno predniško celico (angl. late transit amplifying cell, lTAC), ki nato potuje 
višje proti zgornjim slojem roženičnega epitelija kot post-mitotska celica (angl. post-
mitotic cell, PMC). Ta se na koncu spremeni v zrelo, dokončno diferencirano celico 
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roženičnega epitelija (angl. terminally differentiated cell, TDC) in nadomesti odmrle celice 
(Slika 2) (Li in sod., 2007). 
 
Slika 2: Prikaz limbalne niše in nadomeščanje odmrlih celic roženičnega epitelija (Li in sod., 2007) 
LEMC so v stiku z dobro prekrvavljeno stromo in so ključne za dolgoročno oskrbo 
roženičnega epitelija. Zato je njihova prisotnost v roženičnih presadkih ali gojenih 
roženičnih celičnih kulturah nujna za uspešno rekonstrukcijo celotnega roženičnega 
epitelija s pomanjkanjem limbalnih matičnih celic (angl. limbal stem cell deficiency, 
LSCD) (Lavker in Sun, 2000). 
2.3 BOLEZEN POMANJKANJA LIMBALNIH EPITELIJSKIH MATIČNIH CELIC 
Pomanjkanje LEMC, skupaj z uničenjem limbalne niše, lahko vodi do bolezni 
pomanjkanja limbalnih matičnih celic, ki spremeni tkivno homeostazo. Stanja, ki vodijo do 
te bolezni so lahko prirojena (na primer aniridija) ali pa pridobljena, kot na primer kemične 
in termične poškodbe, dolgotrajnega vnetja očesa (na primer Stevens-Johnsonov sindrom) 
ali nepravilno nošenje kontaktnih leč (Notara in sod. 2010). Posledica pomanjkanja LEMC 
je spremenjena tkivna homeostaza, ki vodi v spremenjeno strukturo roženične površine. 
Pojavi se značilna konjunktivalizacija (preraščanje veznice preko površine roženice) in 
vaskulaziracija roženice zaradi migracije vezničnega epitelija in krvnih žil preko limbusa, 
ki predstavlja mejo med roženico in veznico. Zdravniki postavijo diagnozo glede na tipične 
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klinične znake, včasih tudi dodatne citološke teste in imunohistokemijo epitelijskih 
markerjev. Klinični znaki so oslabljen vid, neugodje, rdečica, solzenje, preobčutljivost na 
svetlobo, nenavaden videz epitelija, ponavljajoče se ali stalne nepravilnosti epitelija, 
brazgotinjenje, keratinizacija oziroma zaroženevanje, kalcifikacija in opacifikacija oziroma 
zamotnitev roženice (Jawaheer in sod., 2017). Za zdaj še ni poenotenega sistema določanja 
resnosti pomanjkanja LEMC, vendar Jawaheer in sod. (2017) poročajo o dveh najbolj 
pogosto uporabljenih kategorijah: (1) popolno pomanjkanje LEMC, kar pomeni 
neovaskularizacija vseh štirih kvadrantov očesne površine, konjunktivalizacija celotne 
roženične površine, izguba Vogtovih palisad limbusa in (2) delno pomanjkanje LEMC, 
kjer se pojavi neovaskularizacija v dveh do treh kvadrantih očesne površine, nepopolna 
konjunktivalizacija roženične površine ter delna prisotnost epitelijskih nepravilnosti. 
Pomanjkanje LEMC je lahko prisotno le na enem očesu (unilateralno) ali pa na obeh 
(bilateralno). 
2.3.1 Zdravljenje pomanjkanja LEMC 
Zdravljenje pomanjkanja LEMC se začne z izboljšanjem očesne površine s povečano 
lubrikacijo in zmanjšanjem draženja očesa zaradi vnetja, suhih oči in nošenja kontaktnih 
leč. Pri delnem pomanjkanju LEMC tako preprečimo popolno izgubo limbalnih matičnih 
celic, pri popolnem pomanjkanju LEMC pa zvišamo verjetnost sprejetja presadka (Sejpal 
in sod., 2013).  
Delno pomanjkanje LEMC zdravimo operacijsko s kirurškim odstranjevanjem 
vraščajočega vezničnega epitelija s sekvenčno veznično epiteliektomijo (angl. sequential 
sector conjunctival epitheliectomy, SSCE), s čimer omogočimo rast normalnim 
epitelijskim celicam, očesno površino lahko prekrijemo človeško AM, ki pospešuje 
epitelializacijo ter zmanjša angiogenezo in vnetje, ali pa naredimo ipsilateralno limbalno 
translokacijo (angl. ipsilateral limbal translocation), kjer zdravi del roženičnega limbusa 
presadimo na oboleno mesto istega očesa (Sati in sod., 2015). 
Kadar je pomanjkanje LEMC popolno, je potrebna rekonstrukcija očesne površine. V 
primeru unilateralnega pomanjkanja LEMC se poslužujemo, ali avtologne presaditve 
limbalnega tkiva z uporabo avtolognega veznično-limbalni presadka (angl. conjunctival 
limbal autograft, CLAU), ali presadimo ex vivo vzgojen limbalni epitelij iz majhne 
limbalne biopsije (angl. cultivated limbal epithelial transplantation, CLET), ali pa 
naredimo enostavno presaditev limbalnega epitelija (angl. simple limbal epithelial 
transplantation, SLET) (Sati in sod., 2015; Schollmayer in Lužnik, 2017). Vendar pa 
moramo paziti, da ne odstranimo preveč tkiva, saj bi to lahko povzročilo pomanjkanje 
LEMC v zdravem očesu (Notrara in sod., 2010). Bilateralno pomanjkanje LEMC zdravimo 
s presaditvijo alogenega limbalnega tkiva, pri čemer je lahko tkivo kadaverskega izvora 
(angl. keratolimbal allograft, KLAL), ali pa darovano od živega sorodnika (angl. living-
related conjunctival-limbal allografts, lr-CLAL). Uporabimo lahko tudi ex vivo vzgojeno 
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limbalno tkivo alogenega izvora, kar imenujemo alogeni CLET (Sati in sod., 2015; 
Schollmayer in Lužnik, 2017). 
Pri avtologni presaditvi veznično-limbalnega presadka, CLAU, odvzamemo zdravo 
limbalno tkivo iz superiorne in inferiorne limbalne cone zdravega očesa bolnika ter ga 
presadimo na mejo med roženico in beločnico. Ker gre za lastno tkivo, ne pride do 
zavrnitve presadka, vendar pa lahko pride do pomanjkanja LEMC v zdravem očesu 
darovalca (Sati in sod., 2015). 
Da bi se izognili povzročitvi pomanjkanja LEMC pri darovalcih, so Pellegrini in sod. 
(1997) predlagali metodo presaditve vzgojenega limbalnega epitelija, CLET, pri kateri 
odvzamemo majhno limbalno biopsijo velikosti 2x2 mm, jo gojimo v kulturi in nato 
presadimo v prizadeto oko. Glede na način gojenja obstajata dve variaciji te metode: 
suspenzijska in eksplantna tehnika gojenja. Pri suspenzijski tehniki z encimsko razgradnjo 
ločimo limbalne celice od limbalne niše in jih nasadimo na podporni sloj mišjih 
fibroblastov. Teoretično obstaja možnost prenosa prionov in virusov na končnega 
prejemnika celic. Pri eksplantni tehniki limbalno biopsijo razrežemo na več koščkov, 
nasadimo na človeško AM in gojimo v mediju z 10 % avtolognim serumom pri 37 °C in 5 
% CO2. Vsak drugi dan menjamo medij in po 10-14 dneh presadimo AM skupaj z 
vzgojenimi celicami na prizadeto očesno površino in jo pritrdimo s fibrinskim lepilom. 
Uporabimo lahko avtologno ali alogensko tkivo. Ta metoda je lahko uspešna pri 
regeneraciji roženice, vendar lahko prisotnost depozitov kalcija ali hiperplazija v biopsijah 
povzroči neuspešno dolgoročno regeneracijo roženice (Sati in sod., 2014). Prednost 
metode CLET je klinični uspeh na dolgi rok, lahko jo večkrat ponovimo in ni možnosti 
povzročitve pomanjkanja LEMC pri darovalcih. Slabost te metode je potrebna 
infrastruktura in oprema za gojenje celičnih kultur. Če uporabimo alogeno tkivo, potem je 
uspešnost metode odvisna tudi od uspešnosti zaviranja imunskega sistema prejemnika (Sati 
in sod., 2015). 
Novejša metoda zdravljenja unilateralnega pomanjkanja LEMC je enostavna presaditev 
limbanega epitelija, SLET. Koncept so postavili Sangwan in sod. leta 2012. Je nadgradnja 
metode CLET, prednost pa je, da ne potrebujemo drage laboratorijske opreme. 
Odvzamemo 2x2 mm veliko biopsijo iz zdravega očesa in jo razrežemo na več koščkov. 
Na prizadeto očesno površino s fibrinskim lepilom pritrdimo AM in nato nanjo, v obliki 
dvojnega koncentričnega kroga, položimo od 10 do 12 limbalnih koščkov, ki jih pritrdimo 
s fibrinskim lepilom in prekrijemo s posebno lečo (Sangwan in sod., 2012; Sati in sod., 
2015). 
Pri metodi KLAL, presadimo kadaversko limbalno tkivo skupaj z delom roženice 
(keratolimbalni alogeni presadek). Uspešnost te metode je odvisna predvsem od uspešnosti 
sistemskega zaviranja imunskega odziva z imunosupresanti, da ne pride do zavrnitve 
presadka. Možnost zavrnitve lahko zmanjšamo, če uporabimo metodo lr-CLAL, pri kateri 
presadimo limbalno tkivo z delom vezničnega tkiva iz zdravega očesa živečega sorodnika 
bolnika. Tudi tukaj zaviramo imunski odziv z imunosupresanti. Za razliko od metode 
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KLAL, tukaj uporabimo manj matičnih celic, saj smo omejeni z velikostjo odvzetega tkiva, 
da ne povzročimo pomanjkanja LEMC pri zdravem očesu darovalca. Metoda KLAL je 
manj uspešna od avtologne presaditve, CLAU, saj ima kadavrsko tkivo nižji proliferativni 
potencial tako in vivo kot ex vivo. Boljša metoda zdravljenja bilateralnega pomanjkanja 
LEMC, v primerjavi z metodo KLAL, je metoda lr-CLAL (Sati in sod., 2015). 
Za presadek lahko uporabimo tudi gojene celice ustne sluznice. Nakamura in sod. (2004) 
so pri šestih bolnikih s hudim pomanjkanjem LEMC odvzeli 2x2 mm veliko biopsijo ustne 
sluznice, odstranili submukozno vezivno tkivo in biopsijo razrezali na več majhnih 
koščkov. Nato so celice nanesli na brezcelično AM, jih gojili in nato prenesli na prizadeto 
očesno površino. Metoda je dolgoročno le delno uspešna. Eno leto po presaditvi so 
poročali o ponovni vaskularizaciji roženice pri vseh bolnikih.  
Miri in sod. (2010) so 1-10 let spremljali napredek po presajenem limbalnem epitelijskem 
tkivu pri 26 bolnikih. Uporabili so metode CLAU, KLAL in lr-CLAL. Pri nekaterih 
bolnikih so morali presaditev večkrat ponoviti, nekaj bolnikov pa so po posegu dodatno 
zdravili z uporabo keratoplastike ali pa presaditvijo AM. Ugotovili so, da imajo avtologni 
presadki najboljšo dolgoročno prognozo, ponovna popolna epitelizacija roženice pa se 
pojavi dva meseca po presaditvi. Kadaverski in od živečega sorodnika darovani alogeni 
presadki imajo slabšo prognozo zaradi prisotnosti antigenov HLA-DR in Langerhansovih 
celic (LC) (Notara in sod., 2010). Poročali so o 33 % uspešnosti pri presadkih 
kadaverskega izvora in 89 % uspešnosti pri presadkih, ki so bili darovani od živečega 
sorodnika (Miri in sod., 2010). 
Vse zgoraj naštete metode imajo svoje slabosti, zato še vedno iščemo boljšo metodo 
zdravljenja pomanjkanja LEMC. Zdravniki in znanstveniki raziskujejo pristope tkivnega 
inženirstva, skupaj z regenerativnimi terapijami na osnovi matičnih celic, to so tehnike 
regeneracije očesne površine z uporabo embrionalnih, induciranih pluripotentnih in 
mezenhimskih matičnih celic. Takšne metode bi v prihodnosti izboljšale rezultate 
presaditve limbalnih matičnih celic.  
2.3.2 Uporaba amnijske membrane pri rekonstrukciji očesne površine  
Amnijska membrana je najbolj notranja plast placente oziroma posteljice, ki zarodek 
povezuje z maternično steno. Histološko je večplastna membrana, ki je debela približno 
0,02 – 0,5 mm. Pridobimo jo s sterilnim odvzemom ob porodu s carskim rezom. Nato jo 
prepariramo, da dobimo debelo bazalno membrano z devitaliziranimi epitelijskimi celicami 
in avaskularno, skoraj brezcelično stromo. Odkar obstaja znanje shranjevanja AM, se je 
uporaba le-te v namene zdravljenja zelo razširila. Shranjujemo jo s krioprezervacijo, kar 
pomeni hrambo pri temperaturah od –75 °C do – 85 °C, v kriogenem mediju, ki je 
sestavljem iz glicerina in medija DMEM, v razmerju 1:1. Tako jo lahko hranimo od 12 do 
24 mesecev. Ob dosledni izvedbi procesa odvzema in shranjevanja ohrani biološke 
lastnosti (Meller in sod., 2011). Amnijsko membrano lahko prepariramo na različne 
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načine, med drugim tudi s kislimi raztopinami in naknadnim sušenjem na zraku, vendar pa 
ti postopki vodijo v izgubo bioloških lastnosti AM, kar omeji možnosti klinične uporabe in 
učinkovitosti (Thomasen in sod., 2009). 
Uporaba AM v namen rekonstrukcije očesne površine se je začela s presaditvijo AM na 
očesno površino. Čeprav prva dokumentirana uporaba AM v oftalmološke namene sega v 
leto 1940 (De Rotth, 1940), pa so uspešno presaditev na večjem številu bolnikov opravili 
leta kasneje (Sorsby in Symons, 1946). Sledila so desetletja razvoja novih tehnik uporabe 
in načinov zdravljenja z AM, zato si danes brez nje težko predstavljamo rekonstrukcijsko 
operacijo očesne površine. Uporabljamo jo za obnavljanje očesne površine pri 
ponavljajočih se epitelijskih napakah, obnavljanju vezničnega tkiva, akutnih kemičnih 
opeklinah, odstranjevanju epitelijskih in podepitelijskih lezij (brazgotine, tumorji) in 
pomanjkanju LEMC. Razširil se je tudi način uporabe AM, od uporabe kot direkten 
presadek, do nosilca pri ex vivo gojenju površinskega očesnega epitelijskega tkiva (Meller 
in sod., 2011). 
Leta raziskav AM so pokazala, da le-ta spodbuja epitelizacijo in diferenciacijo 
epitelijskega tkiva očesne površine. Epitelij AM izloča pomembne rastne faktorje, ki 
pospešujejo celjenje ran. Najbolj pomembna sta epidermalni rastni faktor (angl. epidermal 
growth factor, EGF) in keratinocitni rastni faktor (angl. keratinocyte growth factor, KGF). 
Bazalna membrana AM vsebuje tudi strukturne proteine, kot sta laminin in kolagenska 
vlakna tipa VII, kar še dodatno pomaga  pri tvorbi epitelija. In vitro AM zniža izražanje 
raznih rastnih faktorjev in vnetnih citokinov. Poleg tega izloča tudi protivnetne citokine, 
kot sta interlevkin-10 (IL-10) in antagonist interlevkin-1 receptorja, kar lahko modulira 
vnetne procese (Tseng in sod, 2004). V zadnjih letih se je pri zdravljenju z metodo CLET 
razširila tudi uporaba denudirane AM, pri kateri se pred gojenjem novih celic odstrani 
amnijske epitelijske celice. Na denudirani AM prej dosežemo zadostno količino celic za 
presaditev, saj le-te zaradi odsotnosti celic AM rastejo hitreje (Koizumi in sod., 2000, 
2007). 
2.4 CELIČNI OZNAČEVALCI  
S pretočno citometrijo merimo lastnosti celic, ki v curku potujejo mimo stacionarnih 
detektorjev. Izvedemo lahko hitre, kvantitativne, večparametrične analize heterogenih 
celičnih populacij na osnovi analize posameznih celic. Imunofenotipizacija je analiza 
heterogenih celičnih populacij z namenom prepoznavanja prisotnosti in deležev različnih 
celičnih skupin. S protitelesi prepoznamo določene celične antigene, ki jih celice izražajo, 
to so celični označevalci. Ti označevalci so običajno funkcionalni membranski proteini, 
vključeni v celično komunikacijo, adhezijo ali pritrditev. Z njimi lahko prepoznavamo 
določene celične populacije, vendar pa so pogosto izraženi na več kot enem tipu celic. Zato 
uporabljamo tehnike označevanja z dvema ali več protitelesi. Z edinstvenim izborom 
celičnih označevalcev in uporabo več protiteles, vsako označeno z drugim fluorokromom, 
lahko prepoznamo in količinsko opredelimo določeno celično populacijo. 
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Imunofenotipizacija s pretočno citometrijo se uporablja tako v osnovnih raziskavah kot v 
kliničnih laboratorijih, pri prepoznavanju in razvrščanju celic v kompleksnih populacijah, 
na primer pri analizi imunskih celic v vzorcih krvi (Flow cytometry immunophenotyping, 
2018).  
2.4.1 ABCB5 
Čeprav še ne poznamo specifičnega označevalca za LEMC, se za določanje domnevne 
matičnosti celic uporabljajo naslednji označevalci: transkripcijski faktor p63, ABCG2, 
citokeratin15, citokeratin14, citokeratin7 in ABCB5 (Notara in sod., 2018). 
ABCG2 in ABCB5 najdemo na celični površini in sta ATP vezavna transporterja. ABCG2 
(ATP vezavna kaseta, podskupina G) so Zhou in sod. (2001) predlagali kot univerzalni 
označevalec matičnih celic za več tkiv. Potrdili so prisotnost ABCG2 pri limbalnih 
epitelijskih celicah in odsotnost pri centralnem roženičnem epiteliju. Odvisno od metode 
dokazovanja označevalca raziskovalci poročajo o populaciji limbalnih epitelijskih matičnih 
celic med 0,1–4 % (Schlötzer-Schrehardt in Kruse, 2005). De Paiva in sod. (2005) so z 
uporabo monoklonskega protitelesa proti ABCG2 in analizo človeških limbalnih celic s 
pretočno citometrijo dobili 2,5–3 % populacijo celic ABCG2+, vzgojenih na 3T3 
podpornem fibroblastnem sloju. 
ABCB5 (ATP vezavna kaseta, podskupina B, 5) so najprej identificirali kot označevalec 
matičnih celic melanoma, nato pa so Ksander in sod. (2014) dokazali prisotnost ABCB5 
tudi na bazalnih celicah limbalnega epitelija v Vogtovih palisadah in ga predlagali za 
novega označevalca LEMC. Analizirali so limbalne biopsije bolnikov s pomanjkanjem 
LEMC in ugotovili znižano izražanje ABCB5. ATP vezavni transporter ABCB5 je nujen 
za normalni razvoj in regeneracijo roženičnega epitelija. Miši z izbitim genom Abcb5 so 
razvile roženične nepravilnosti, kot so zmanjšano število epitelijskih celic, stanjšan zgornji 
sloj roženičnega epitelija in motena urejenost bazalnega sloja. Takšna roženica je bolj 
ranljiva in se v primeru majhnih površinskih poškodb slabše obnavlja. Predstavili so tudi 
potencial popolne obnove roženice s presaditvijo izoliranih človeških limbalnih matičnih 
celic ABCB5+ pri miših NSG z oslabljenim imunskim sistemom (angl. NOD scid gamma 
mice) in pomanjkanjem LEMC. Pri presadkih, kjer ni bilo prisotnega citokeratina 12 
(CK12), so dobili prosojne roženice z normalno histologijo, za razliko od presadkov 
ABCB5+/CK12+, kjer je bila še vedno prisotna konjuktivalizacija, kar je eden od znakov 
pomanjkanja LEMC. Trinajst mesecev po presaditvi so miši, ki so prejele presadke brez 
ABCB5, še vedno kazale znake bolezni: vraščanje veznice, tanek zgornji sloj roženičnega 
epitelija in odsotnost diferenciranih celic CK12+. Miši, ki prejele presadke z ABCB5 pa so 
imele jasno, prozorno roženico z normalnim večplastnim epitelijem, brez vraščanja 
veznice. Ksander in sod. (2014) so bili prvi, ki so predstavili ABCB5 kot označevalec za 
obogatitev LEMC in dokazali dolgoročno uspešnost le-tega pri obnovitvi roženice. 
Klinične študije za zdravljenje pomanjkanja LEMC dokazujejo, da je za uspešnost 
zdravljenja s presaditvijo nujna prisotnost LEMC v presadkih (Rama in sod., 2010). Ker je 
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ABCB5 na površini LEMC, lahko to izkoristimo za izolacijo le-teh z monoklonskimi 
protitelesi. 
2.4.2 Citokeratin 12  
Citokeratini (CK) oziroma keratini so netopni citosolni proteini in v epitelijskih celicah 
tvorijo citoskelet iz intermediarnih filamentov. Poznamo 20 različnih citokeratinov. 
Izražajo se tkivno različno in jih lahko uporabimo za določanje vrste in stopnje zrelosti 
oziroma diferenciacije epitelija. Izražajo se v parnih kombinacijah kislih in bazičnih 
molekul. Nediferencirani roženični epitelij izraža CK15 in CK14. Oba v večjih količinah 
najdemo na bazalnih celicah veznice in limbusa (Schlötzer-Schrehardt in Kruse, 2005). V 
površinskih plasteh limbalnega in vezničnega epitelija, ker so celice že diferencirane, je v 
manjših količinah prisoten CK7 (Merjava in sod., 2011). Diferencirane roženične 
epitelijske celice lahko ločimo od LEMC zaradi različnega izražanja specifičnih 
citokeratinov. CK3 in CK12 tvorita dimer in predstavljata specifična označevalca zrelega 
roženičnega epitelija, saj se ne nahajata v bazalnem sloju limbalnega epitelija (Donisi in 
sod., 2003; Chen in sod. 2004; Merjava in sod., 2011). Izražanje tega para so povezali tudi 
z diferenciacijo matičnih celic v usmerjeno predniško celico, TAC, pri čemer celice 
migrirajo iz limbusa v roženično stromo (Grueterich in sod., 2003). Izražanje CK3 pada od 
visoko diferenciranih zgornjih slojev k spodnjim nediferenciranim slojem roženičnega 
epitelija (Merjava in sod., 2011). Določanje CK12 se uporablja tudi za določanje resnosti 
pomanjkanja LEMC, kjer CK12 negativen rezultat pomeni hudo pomanjkanje LEMC 
(Jawaheer in sod., 2017). 
2.4.3 Dendritične celice 
Roženica je v direktnem stiku z zunanjim okoljem in je vroča točka zunanjih dejavnikov, 
ki lahko ogrozijo njeno integriteto. Ključni del delujočega imunskega sistema so antigen 
predstavitvene celice. Poznamo profesionalne in neprofesionalne APC. Med slednje 
štejemo nelimfoidne celice, na primer vaskularne endotelijske celice, med profesionalne 
APC pa štejemo dendritične celice, makrofage in limfocite B, ki izhajajo iz kostnega 
mozga. Imajo nalogo prepoznavanja, predelave in predstavitve antigenov na svoji površini 
v molekulah poglavitnih kompleksov tkivne skladnosti, MHC (angl. major 
histocompatibility complex, MHC). V večini primerov velja, da neprofesionalne APC 
predstavijo antigene preko MHC razreda I citotoksičnim celicam T oziroma CD8+ 
limfocitom T, profesionalne APC pa predstavijo antigene preko MHC razreda II celicam T 
pomagalkam oziroma CD4+ limfocitom T (Cruse in sod., 2004). 
Dendritične celice bi lahko zaradi njihovih nalog poimenovali tudi most med prirojenim in 
pridobljenim imunskim sistemom. Najdemo jih v krvi, epitelijskem in limfnem tkivu. V 
prirojeni imunosti sodelujejo s prepoznavanjem in odzivom na patogene, kot so virusi in 
bakterije. Na površini imajo vzorčno prepoznavane receptorje oziroma receptorje PRR 
(angl. pattern recognition receptors, PRR), kot so na primer transmembranski tolični 
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receptorji oziroma receptorji TLR (angl. Toll-like receptors, TLR), ki prepoznajo značilne, 
s patogeni povezane, molekulske vzorce, PAMP, (angl. pathogen associated molecular 
patterns, PAMP). Med pridobljeno imunost pa jih uvrščamo zaradi njihove vloge pri 
predstavljanju antigenov naivnim celicam T. Delujejo tako, da fagocitirajo patogene, 
razgradijo njihove proteine na manjše peptide in jih predstavijo na površini preko molekul 
MHC. Nato migrirajo v sekundarne limfatične organe in predstavijo antigene limfocitom T 
ter tako sprožijo antigen specifični imunski odziv ali pa imunološko toleranco. DC 
sodelujejo pri indukciji centralne in periferne tolerance (Guermonprez in sod., 2002). 
Tolarigene lastnosti DC so odvisne od zrelosti DC, izpostavljenosti protivnetnim 
dejavnikom in signalom iz mikrookolja tkiv. V homeostazi periferne DC izražajo nizko 
stopnjo molekul MHC in kostimulatornih molekul, kar vodi v podpražno aktivacijo T 
celičnega odziva oziroma toleranco. Ustrezen dražljaj povzroči proces dozorevanja, ki 
zviša stopnjo izražanja molekul MHC II in kostimulatornih molekul. Nastanejo imunogene 
DC, ki lahko inducirajo aktivacijo celic T (Manicassamy in Pulendran, 2012). 
Včasih so DC veljale za univerzalne APC, vendar je velik del kontrole imunskega odziva 
odvisen od obstoja različnih podtipov DC (Banchereau in sod., 2000). Glede na njihov 
fenotip, mikrookolje in funkcijo jih lahko klasificiramo v različne podtipe. Poznamo dva 
glavna podtipa DC, plazmacitoidne dendritične celice, pDC, in konvencionalne oziroma 
mieloidne dendritične celice, mDC/cDC. Slednje lahko ločimo še na dva podtipa, mDC1, 
ki izražajo CD1c in mDC2, ki izražajo CD141. Oba podtipa pa izražata transmembranski 
protein tipa I oziroma CD11c, vendar cDC1 v večji količini kot cDC2. V tkivih se 
populacija mDC obnavlja preko monocitnih predniških celic iz krvi. Nezrele mDC se 
naselijo v epitelijih in lovijo antigene, saj imajo visoko zmožnost fagocitoze. Hkrati pa 
imajo naivne mDC nizko zmožnost aktivacije imunskih celic in tako vzdržujejo periferno 
toleranco. Ob prisotnosti antigena poteče dozorevanje mDC in migracija v sekundarne 
limfatične organe, kjer delujejo kot APC in aktivirajo imunski odziv. Plazmacitoidne DC 
izražajo TLR7 in TLR9, ter tako sodelujejo predvsem v imunskem odzivu na viruse, pri 
čemer izločijo večje količine interferonov α in β (IFN-α, IFN-β). Mieloidne DC imajo višjo 
kapaciteto lovljenja antigenov, saj izražajo več molekul MHC II v primerjavi s pDC. Prav 
tako izražajo več kostimulatornih molekul. Karakterizacija pDC s površinskimi 
označevalci je pokazala, da mDC izražajo CD11c v višji meri kot pDC, ki namesto tega 
izražajo višjo količino receptorja interlevkina 3 (IL-3) oziroma CD123 in c-tipa lektina tipa 
II BDCA-2 oziroma CD303 (Dzionek in sod., 2001). Zato za ločevanje med pDC in mDC 
merimo izražanje CD11c, CD123 in CD303 (Collin in Bigley, 2018). Prisotnost 
kostimulatornih molekul CD80 in CD86 je znak zrelih DC. CD86 se najbolj izraža v 
začetnih fazah dozorevanja, medtem ko se CD80 povečano izraža v zadnjih fazah 
dozorevanja DC (Schmidt in sod., 2012). Kostimulatorni molekuli CD80 in CD86 delujeta 
v tandemu in sta ključni za aktivacijo T celičnega odziva preko CD28 in preko antigena 4 
(CTLA-4), ki deluje v povezavi s citotoksičnimi limfociti T (angl. cytotoxic T lymphocyte-
associated antigen, CTLA). Molekula CD83 se povečano izraža na zrelih, aktiviranih DC 
ter na aktiviranih celicah B in T, zato se uporablja kot označevalec za zrele DC (Prechtel in 
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Steinkasserer, 2007). Prisotnost CD83 ob predstavitvi antigena vodi v višje izražanje IFN-γ 
iz celic T (Aerts-Toegaert in sod., 2007). 
Dendritične celice roženice 
Včasih je veljalo, da je človeško oko zaradi odsotnosti cirkulacije limfe imunološko 
privilegiran organ. Oko sestavlja več različnih tkiv in narobe bi bilo trditi, da so vsa tkiva v 
očesu enako imunološko privilegirana. Termina privilegirano ne smemo vzeti dobesedno, 
saj se moč imunskega odziva razlikuje glede na situacijo (Forrester, 2010). Dogmo 
imunološke privilegiranosti sprednjega prekata roženice (prostor med roženico in šarenico) 
je postavil Sir Peter Medewar leta 1948, ko je dokazal visoko stopnjo uspešnosti 
transplantacije alogenih presadkov v intaktno roženično tkivo pri miših. Gre za sistemsko 
obliko tolerance na alogeni presadek v anteriorni del (sprednji prekat) roženice oziroma 
ACAID (angl. anterior chamber-associated immune deviation, ACAID) (Taylor, 2009). V 
preteklosti je veljalo, da v centralnem delu roženice sploh ni DC, ki izražajo molekule 
MHC II. Veljalo je tudi, da DC migrirajo v center roženice le ob ustreznem signalu ali 
mehanski poškodbi. Nove raziskave so te trditve ovrgle. Hamrah in sod. (2002) so s 
konfokalno mikroskopijo v roženicah miši dokazali prisotnost Langerhansovih celic, ki 
spadajo med DC in so prisotne v roženičnem epiteliju, kjer konstitutivno izražajo molekule 
MHC II. Tako periferija, kot center roženice vsebuje prekurzorske LC, gostota le teh pa se 
niža od limbusa proti centralnemu delu roženice. V centralnem delu roženičnega epitelija 
so našli izključno LC, ki niso izražale molekul MHC II, in kostimulatornih molekul 
CD80/CD86. V roženični stromi so našli CD45+, CD11c+, CD11b+ DC, gostota le-teh se 
je prav tako nižala od periferije proti centru roženice. Centralni del roženične strome je, 
prav tako kot centralni deli roženičnega epitelija, vseboval skoraj izključno nezrele DC, ki 
niso izražale molekul CD80, CD86 in MHC II, ki so potrebne za stimulacijo celic T 
(Hamrah in sod., 2007). V nasprotju z zdravimi roženicami, je pri vnetih roženicah 
povišano izražanje molekul MHC II in kostimulatornih molekul CD80 in CD86, tako v 
periferiji kot v centralnem delu roženice (Hamrah in sod., 2003). V roženični stromi so 
prisotni tudi makrofagi, ki v primerjavi z DC izražajo manjše količine molekul MHC II in 
kostimulatornih molekul. Prisotnost celic CD11c+ v mišji roženici so preverili tudi 
Knickelbein in sod. (2009). Tudi oni so ugotovili, da je gostota celic CD11c+ največja v 
periferiji roženice in se zmanjšuje centripetalno proti centru. Pod bazalno membrano 
roženičnega epitelija niso našli celic CD11c+. Preverili so tudi izražanje molekul MHC II 
na DC, pri čemer so ugotovili, da so imele nekatere večje, druge manjše izražanje, nekatere 
pa sploh niso izražale molekul MHC II. Pri zdravi roženici so našli MHC II+ DC, ki niso 
izražale molekul CD80 in CD86. Take DC lahko predstavijo antigene efektorskim ali 
spominskim T celicam, ne morejo pa aktivirati naivne celice T. 
Izkazalo se je, da je uspeh predsaditve alogenega roženičnega tkiva odvisen od zdravja 
roženice prejemnika. Bolniki brez vnetja pred posegom imajo eno leto po presaditvi boljšo 
stopnjo uspešnosti kot bolniki, ki so imeli vneto ali pa vaskularizirano roženico. Uspeh v 
teh primerih močno pade (Forrester in sod., 2010). Ob vnetju in mehanskih poškodbah 
15 
Mikec Š. Opredelitev imunogenosti gojenega limbalnega tkiva.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 
roženice pride do pospešenega dozorevanja DC v centru roženice, kar vpliva na interakcijo 
antigenov presadka s celicami T prejemnika in v najhujšem primeru vodi v hitro zavrnitev 
presadka (Novak in sod., 2003). Glavna pot zavrnitve alogenih presadkov je indirektno 
prepoznavanje alo-antigena (angl. indirect allorecognition) pri čemer celice T, CD4+ ali 
CD8+, zaznajo alogene peptide vezane v molekule MHC II na prejemnikovih APC. Druga, 
manj pogosta pot, pa je direktno prepoznavanje alo-antigena (angl. direct allorecognition), 
kjer celice T, CD4+ ali CD8+, prepoznajo intaktne molekule MHC na darovalčevih APC, 
ki iz presadka migrirajo v sekundarne limfatične organe (Forrester in sod., 2010). Direktno 
prepoznavanje alo-antigena je glavno pri zgodnji akutni zavrnitvi presadka in pojenja 
skupaj z darovalčevimi levkociti, medtem ko je indirektno prepoznavanje alo-antigena 
dolgoročno in povzroči kronično zavrnitev preko zapoznele preobčutljivostne reakcije in 
produkcije aloprotiteles (Benichou in Thomson, 2009). Proces zavrnitve presadka se začne 
v roku šestih ur po presaditvi. Prejemnikove DC privzamejo alogeni antigen in potujejo v 
podčeljustno bezgavko (angl. submandibular lymph node, SM LN) kjer ga predstavijo 
naivnim celicam T. Sledi proliferacija in ekspazija celic T v podčeljustni bezgavki in 
dokončna zavrnitev presadka 12-15 dan po presaditvi (Forrester in sod., 2010). 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
Eksperimentalni del je potekal na dveh lokacijah: na Očesni kliniki - Univerzitetni klinični 
center (UKC) Ljubljana; Grablovičeva ulica 46, 1000 Ljubljana, in na Inštitutu za 
mikrobiologijo in imunologijo (IMI); Zaloška cesta 4, 1000 Ljubljana.  
3.1 MATERIALI 
Vse uporabljene kemikalije in aparature, skupaj z njihovimi proizvajalci, so navedene v 
preglednicah 1-4.  
Preglednica 1: Kemikalije in njihovi proizvajalci – Očesna klinika UKC Ljubljana 
OČESNA KLINIKA – UKC LJUBLJANA 
Kemikalija Proizvajalec 
DMEM; Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(1x) 
Thermo Fisher Scientific – GibcoTM, MA, ZDA 
F-12; Ham's F-12 Nutrient mixture (1x) Thermo Fisher Scientific – GibcoTM, MA, ZDA 
HS; Human serum  Sigma-Aldrich Merck, St. Louis, MO, ZDA 
FBS; Fetal Bovine Serum  Sigma-Aldrich Merck, St. Louis, MO, ZDA 
P/S; Pen Strep Glutamine (100x); Penicillin 
Streptomycin Glutamine 
Thermo Fisher Scientific – GibcoTM, MA, ZDA 
0,05 % Trypsin-EDTA (1x), phenol red Thermo Fisher Scientific – GibcoTM, MA, ZDA 
PBS; Phosphate Buffered Saline, pH 7,4 (1x) Thermo Fisher Scientific – GibcoTM, MA, ZDA 
Eusol-C AL.CHI.MI.A. Srl, Ponte S. Nicolò – Padova, 
Italija 
 
Preglednica 2: Aparature in njihovi proizvajalci – Očesna klinika UKC Ljubljana 
OČESNA KLINIKA – UKC LJUBLJANA 
Aparatura Proizvajalec 
Laminarij LFV12 Iskra PIO, Šentjernej, Slovenija 
Inkubator MCO-5AC Incusafe Compact CO2  Sanyo, Osaka, Japonska 
Centrifuga Centric 322A Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Invertni mikroskop Carl Zeiss Axiovert S100 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Nemčija 
Kamera SensiCam 12Bit Cooled Imaging PCO AG, Kelheim, Nemčija 
Hladilnik Gorenje HBI 0921 Gorenje, Velenje, Slovenija 
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Preglednica 3: Kemikalije in njihovi proizvajalci – Inštitut za mikrobiologijo in imnunologijo (IMI) 
INŠTITUT ZA MIKROBIOLOGIJO IN IMUNOLOGIJO (IMI) 
Kemikalija Proizvajalec 
Komplet reagentov za fiksacijo in 
permeabilizacijo; Fixation/Permeabilization 
Solution Kit BD 
BD Biosciences, San Jose, CA, ZDA 
Lizacijska raztopina, BD FACS Lysing 
solution (10x) 
BD Biosciences, San Jose, CA, ZDA 
PBS; Phosphate Buffered Saline, pH 7,4 IMI, Sigma 
PBS z 1 % BSA IMI, Sigma 
Kozji serum; Goat serum Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, ZDA  
Serum osla; Donkey serum Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, ZDA 
Tripansko modrilo; Trypan blue Thermo Fisher Scientific, MA, ZDA 
7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) BD Pharmingen; San Jose, CA, ZDA 
 
Preglednica 4: Aparature in njihovi proizvajalci – Inštitut za mikrobiologijo in imnunologijo (IMI) 
INŠTITUT ZA MIKROBIOLOGIJO IN IMUNOLOGIJO (IMI) 
Aparatura Proizvajalec 
Centrifuga Heraeus Megafuge 16R  Thermo Fisher Scientific, MA, ZDA 
Vrtinčni mešalnik Fisher Scientific FB15013 
TopMix 
Thermo Fisher Scientific, MA, ZDA 
Avtomatski števec celic Countess™ II Thermo Fisher Scientific, MA, ZDA 
Hladilnik-zamrzovalnik Fiocchetti 1500 
ECT-F control 
C.F. di Ciro Fiocchetti & C. s.n.c., Luzzara, 
Italija 
Pretočni citometer BD FACSCANTO II BD Biosciences, San Jose, CA, ZDA 
 
Ostali pripomočki, ki niso našteti v tabeli in smo jih uporabljali pri delu, so še: 
 Gojitvena plošča s 6 jamicami – TPP  
 Aparat za pipetiranje – VITALAB pipeo 
 Sterilne serološke pipete (5, 10 in 25 mL) – Corning Costar, Sigma-Aldrich  
 Centrifugirke (50 Ml) – ISOLAB Laborgeräte GmbH 
 Avtomatske pipete (10, 100, 200, 1000 in 5000 µL) in tipsi – Gilson 
 Epruvete (5 mL) – Falcon  
 Kirurške pincete, škarje, skalpeli  
 Sistem treh obročkov (dva plastična in en kovinski obroč) – darilo očesne banke v 
Benetkah (Fondazione Banca degli Occhi del Veneto, FBOV) 
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Naslednja preglednica prikazuje protitelesa, ki so bila uporabljena za znotrajcelično in 
zunajcelično označevanje celic za nadaljnjo analizo na pretočnem citometru.  
Preglednica 5: Protitelesa uporabljena za pretočno citometrijo 
Primarno 
protitelo 
Fluorokrom Tarča Redčitev Klon 
Ab 
Proizvajalec 
Znotrajcelično označevanje 
Anti-CK12 Sekundarno 
protitelo – 
FITC  
Roženične epitelijske celice 1:100 E-8 Santa Cruz 
Biotechnology; 
Dallas, TX, ZDA 
Anti-
ABCB5 
Sekundarno 
protitelo – 
FITC  
Limbalne matične celice 1:100 N-13 Santa Cruz 
Biotechnology; 
Dallas, TX, ZDA 
Zunajcelično označevanje 
Anti-CD45 V500 Levkociti 1:100 
 
HI30 BD Pharmingen; San 
Jose, CA, ZDA 
Anti-CD80 FITC DC, aktivirani limfociti B, 
monociti (kostimulatorna 
molekula) 
1:100 
 
L307 BD Pharmingen; San 
Jose, CA, ZDA 
Anti-CD83 PE Zrele DC, aktivirani limfociti 
B in T (aktivacijska molekula) 
1:100 
 
REA714 Miltenyi Biotec; CA, 
ZDA 
Anti-CD86 V450 APC (kostimulatorna 
molekula) 
1:100 2331 
(FUN-1) 
BD Pharmingen; San 
Jose, CA, ZDA 
Anti-HLA-
DR 
PerCP Cy5.5 Aktivirane DC, limfociti, 
monociti 
1:100 L243    BD Pharmingen; San 
Jose, CA, ZDA 
Anti-CD11c APC Mielioidne DC 1:100 MJ4-
27G12 
Miltenyi Biotec; CA, 
ZDA 
Anti-CD123 PE Plazmacitoidne DC 1:100 AC145 Miltenyi Biotec; CA, 
ZDA 
Anti-CD123 PE-Cy7 Plazmacitoidne DC 1:100 7G3   BD Pharmingen; San 
Jose, CA, ZDA 
Anti-CD303 FITC Plazmacitoidne DC 1:100 AC144 Miltenyi Biotec; CA, 
ZDA 
3.2 METODE  
3.2.1 Priprava in gojenje vzorcev 
Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko je odobrila raziskavo na seji 18. 2. 2014 
(številka odobritve 123/02/14). Vsi eksperimenti so bili opravljeni v skladu s Helsinško 
deklaracijo o biomedicinskih raziskavah na človeku. Odvzem človeških kadaverskih 
korneolimalnih obročev so opravili za to usposobljeni zdravniki Očesne klinike. Do 
nasaditve je bilo tkivo shranjeno v 20 mL EUSOL-C. Celične kulture korneolimbanih 
eksplantov smo pripravili po standardnem protokolu (Pellegrini in sod. 1997), ki ga je na 
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Očesno kliniko uvedla dr. Zala Lužnik (Lužnik, 2017). Korneolimbalni obroč smo 2-krat 
po 15 minut spirali z izotonično raztopino fosfatnega pufra (PBS) in ga nato v sterilnih 
pogojih razrezali na 1 x 2 x 0,25 mm velike eksplante (biopsije), ki so vsebovale limbalni 
epitelij in limbalno stromo. Eksplante smo gojili na dva načina: (1) na intaktni amnijski 
membrani in (2) na plastiki. Krioprezervirane AM smo pridobili na Zavodu RS za 
transfuzijsko medicino. Pustili smo jih, da na sobni temperaturi odmrznejo, nato pa smo jih 
3-krat po 15 minut spirali s PBS. Sprane AM smo nato vpeli v sistem obročev (2,3 cm2), ki 
ga sestavljata notranji in zunanji plastični obroč ter sredinski kovinski obroč. Tako 
pripravljene obroče smo položili v gojitveno ploščo s šestimi jamicami, primerno za 
gojenje celičnih kultur. Na vpete AM smo z epitelijsko stranjo navzdol položili po en 
eksplant. Vzporedno smo eksplante gojili tudi na plastiki. V posamezno jamico smo dodali 
2-3 mL tekočega gojišča, ki je vsebovalo medij DMEM in F12 v razmerju DMEM/F12 
2:1, 10 % humani serum (HS) in 1 % penicilin/streptomicina (P/S). Eksplante smo gojili 
14-16 dni v inkubatorju pri 37 °C in 5 % atmosferi CO2. Vsak drug dan smo zamenjali 
medij z 2-3 ml svežega gojišča. Vmes smo pod mikroskopom preverjali izraščanje celic in 
preraščenost gojitvene posode. Po 14 dnevih smo eksplante prenesli na novo AM, v novo 
gojitveno posodico, kar smo šteli za novo pasažo. To smo ponovili 3-krat, da smo dobili tri 
pasaže. Nato smo preostanek celic odlepili od površine gojitvene posodice s tripsinom 
(0,05 % tripsin/0,01 % EDTA) pri 37 °C za 10-15 minut. Delovanje tripsina smo 
zasustavili z dodatkom medija STOP, ki je vseboval DMEM, antibiotik P/S in 10 % serum. 
Sledilo je centrifugiranje pri 1600 obr/min, 5 minut. Nato smo odsesali odvečni 
supernatant in pelet resuspendirali v svežem gojišču. Sledila je priprava in analiza celic na 
pretočnem citometru. 
3.2.2 Priprava vzorcev za analizo na pretočnem citometru 
Ta del raziskave je potekal na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo pod vodstvom 
mentorice doc. dr. Andreja Nataša Kopitar.  
Vsak vzorec, ki smo ga prinesli iz Očesne klinike, smo razdelili v pet epruvet, ki smo jih 
označili z: anti-citokeratin12, anti-ABCB5, plazmacitoidne, mieloidne dendritične celice in 
neoznačene celice. V vse epruvete smo dodali 2 mL PBS z 1 % BSA in jih centrifugirali 5 
minut, pri 1600 obr/min. 
Iz epruvete z neoznačenimi celicami smo vzeli 50 µL in jih dali v novo epruveto. Dodali 
smo 50 µL tripanskega modrila, premešali na vrtinčnem mešalniku in po 10 µL nanesli na 
posebno ploščico za štetje celic na avtomatskem števcu celic Countess II. Izmerili smo 
koncentracijo celic in deleža živih in mrtvih celic. Nato smo preostali neoznačen vzorec 
izmerili na pretočnem citometru, da smo lahko kasneje določili meje izražanja 
označevalcev. Nato smo dodali 10 µL 7-aminoaktinomicin D (7-AAD), da smo preverili 
preživetje celic, saj 7-AAD veže DNA in ga žive celice lahko izločijo, zato obarva le mrtve 
celice. Neoznačen vzorec z dodanim 7-AAD smo inkubirali 15 minut v temi in nato 
izmerili celice s pretočnim citometrom. 
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Za znotrajcelično označevanje smo vzorcema, označena z anti-citokeratin12 in anti-
ABCB5, dodali 100 µL reagenta A (fiksacija – 4 % formaldehid) iz kompleta regentov za 
fiksacijo in permeabilizacijo (BD Biosciences) in inkubirali 15 minut v temi pri sobni 
temperaturi. Nato smo jih sprali, tako da smo dodali 2 mL PBS z 1 % BSA, centrifugirali 5 
minut pri 1600 obr/min in vsebino odlili z eno potezo, da je v epruveti ostalo 100 µL. 
Dodali smo 100 µL reagenta B (permeabilizacija – 0,1 % PBS-Tween) iz kompleta 
reagentov za fiksacijo in permeabilizacijo (BD Biosciences) in inkubirali 15 minut v temi 
pri sobni temperaturi. Sledilo je spiranje. Nato smo v epruveto označeno z anti-
citokeratin12 dodali 10 µL kozjega protitelesa proti humanemu citokeratinu 12 (Santa Cruz 
Biotechnology) in 10 µL kozjega seruma, da smo preprečili nespecifično vezavo. V drugo 
epruveto, označeno z anti-ABCB5 smo dodali 10 µL kozjega protitelesa proti humanemu 
ABCB5 in 10 µL kozjega seruma. Inkubirali smo v temi pri sobni temperaturi vsaj 30 
minut. Nato spet smo vzorca spet sprali. V obe epruveti smo dodali 10 µL sekundarnega 
protitelesa proti kozjim protitelesom, 10 µL seruma iz osla in 100 µL reagenta B. 
Inkubirali smo 30 minut v temi pri sobni temperaturi. Nato smo sprali in dodali 300 µL 
PBS z 1 % BSA ter vzorca shranili v hladilniku do analize na pretočnem citometru. 
Za označevanje DC smo v epruveti, označeni z pDC in mDC, dali 100 µL celične 
suspenzije s koncentracijo celic, ki ni presegala 1 x 106 celic/mL. V pDC epruveto smo 
dodali protitelesa: 5 µL anti-CD45 V500, 5 µL anti-CD11c APC, 10 µL anti-CD303 FITC, 
10 µL anti-CD123 PE in 10 µL anti-HLA-DR PerCP Cy5.5. V mDC epruveto smo dodali 
protitelesa: 5 µL anti-CD45 V500, 5 µL anti-CD86 V450, 5 µL anti-CD11c APC, 5 µL 
anti-CD123 PE-Cy7, 10 µL anti-CD83 PE, 10 µL anti-CD80 FITC in 10 µL anti-HLA-DR 
PerCP Cy5.5. Vzorca s protitelesi smo inkubirali v temi, 15-30 minut. Nato smo v obe 
epruveti dodali 2 mL lizacijske raztopine in inkubirali 10 minut. Sledilo je centrifugiranje, 
5 minut pri 1600 obr/min. Nato smo odlili supernatant, dodali 2 mL PBS in ponovno 
centrifugirali. Supernatant smo odlili in dodali 300 µL PBS ter vzorca shranili v hladilniku 
do analize na pretočnem citometru. 
3.2.3 Merjenje s pretočnim citometrom FACSCANTO II  
Meritve smo izvedli s pretočnim citometrom FACSCANTO II. Pred prvo meritvijo smo 
naredili kompenzacijo fluorokromov, ki smo jih uporabili za označevanje celic. Vsak 
fluorokrom ima svoj ekscitacijski in emisijski spekter. Eksitacijski spekter so tiste valovne 
dolžine, ki dodajo energijo določenemu fluorokromu. Ta nato odda energijo z drugo 
valovno dolžino, čemur rečemo emisijski spekter. Ob uporabi več fluorokromov naenkrat 
lahko pride do prekrivanja emisijskih spektrov, kar vodi v lažne pozitivne rezultate, saj 
zaznamo fluorescenco več kot enega fluorokroma, ki ga želimo izmeriti. Kompenzacijo 
smo naredili s fluorescenčnimi kroglicami (BD Pharmingen; San Jose, CA, ZDA) za vsako 
protitelo, ki smo ga uporabili. Za prikaz rezultatov pretočnega citometra FACSCANTO II 
smo uporabili program FACSDiva. Glede na rezultate kompenzacije smo nastavili ustrezne 
parametre. Nato smo pomerili fluorescenco vzorcev v epruvetah (mDC, pDC, anti-
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citokeratin 12, anti-ABCB5, 7-AAD, neoznačene celice). Na podlagi rezultatov meritev 
neoznačenih vzorcev smo pri analizi meritev označenih vzorcev določali meje, da smo 
izključili avtofluorescenco vzorca. Pomerili smo med 30000 in 50000 dogodkov na vzorec. 
3.2.2 Analiza v programu FACSDiva  
Ustvarili smo delovne liste, ki so nam omogočili izris grafov in preglednic z deleži in 
svetilnostmi za posamezen vzorec. Pri vseh smo najprej naredili graf števila dogodkov 
(count) po času (time). Prikazujemo zaporedje analize grafov prve pasaže roženice 29, ki 
smo jo gojili na plastiki. 
 
Slika 3: Prikaz grafov analize izražanja označevalcev pri mDC. Analiza je bila opravljena v programu 
FACSDiva. Vzorec je roženica 29, prva pasaža, podlaga plastika. (A) Granuliranost in velikost celic v 
vzorcu. (B) Populacija celic HLA-DR+, CD45+ (C) Populacija celic HLA-DR+, CD45+, CD11c+, CD80+ 
(D) Populacija celic HLA-DR+, CD45+, CD11c+, CD83+. (E) Populacija celic HLA-DR+, CD45+, 
CD11c+, CD86+. (F) Populacija celic HLA-DR+, CD45+, CD123-, CD11c+ 
Na sliki 3A vidimo prikaz parametrov SSC (angl. Side SCatter, SSC) in FSC (angl. 
Forward SCatter, FSC), ki opisujeta granuliranost in velikost celic. Ločili smo drobir od 
celic in določili populacijo celic (P1), ki smo jo nadaljnje analizirali glede na izražanje 
HLA-DR in CD45. Izbrali smo dvojno pozitivne celice: HLA-DR+, CD45+ (slika 3B). Za 
analizo mDC smo populacijo HLA-DR+, CD45+ nadaljnje preverili glede na izražanje 
CD11c, CD80, CD83, CD86 in CD123. Tako smo dobili deleže štirih populacij: (1) HLA-
DR+, CD45+, CD11c+, CD80+ (slika 3C), (2) HLA-DR+, CD45+, CD11c+, CD83+ (slika 
22 
Mikec Š. Opredelitev imunogenosti gojenega limbalnega tkiva.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 
3D), (3) HLA-DR+, CD45+, CD11c+, CD86+ (slika 3E), in (4) HLA-DR+,CD45+, 
CD123-, CD11c+ (slika 3F). Zadnjo populacijo smo zaradi izražanja CD11c in odsotnosti 
CD123 označili kot populacijo mDC.  
 
Slika 4: Prikaz grafov analize izražanja označevalcev pri pDC. Analiza je bila opravljena v programu 
FACSDiva. Vzorec je roženica 29, prva pasaža, podlaga plastika. (A) Granuliranost in velikost celic v 
vzorcu. (B) Populacija celic HLA-DR+, CD45+. (B) Populacija celic HLA-DR+, CD45+, CD123+, CD11c- 
(Q1). (C) Populacija celic HLA-DR+, CD45+, CD11c-, CD123+, CD303+ (Q2) 
Pri analizi pDC smo gledali populacijo HLA-DR+, CD45+ (slika 4B), ki smo jo naprej 
analizirali glede na izražanje CD123 in odsotnost CD11c (slika 4C, Q1). Dobljeno 
populacijo, CD123+, CD11c-, smo nato preverili za dvojno pozitivne celice, ki so poleg 
CD123 izražale tudi CD303 (slika 4D, Q2). Končno populacijo pDC smo opredelili z: 
HLA-DR+, CD45+, CD11c-, CD123+, CD303+. 
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Slika 5: Prikaz grafov analize izražanja CK12 in ABCB5 v vzorcu korneolimbalnih celic. Analiza je bila 
opravljena v programu FACSDiva. Vzorec je roženica 29, prva pasaža, podlaga plastika. Modro prikazuje 
neoznačen vzorec, rdeče pa označen vzorec. (A) Izražanje CK12. (B) Izražanje ABCB5 
Pri analizi izražanja CK12 in ABCB5 smo, z grafom velikosti (FSC) in granuliranosti 
(SSC) celic, najprej izločili drobir in omejili iskano populacijo celic. Nato smo v izbrani 
populaciji preverili izražanje CK12 (slika 5A) oziroma ABCB5 (slika 5B), kjer smo 
določili mejo izražanja posameznega označevalca glede na neoznačen vzorec.  
3.2.4 Statistična obdelava podatkov   
Analize se bile izvedene v programu FACSDiva. Za primerljivost rezultatov smo deleže za 
mDC, pDC, CD80, CD86 in CD83 podali glede na celotno izmerjeno populacijo celic na 
50000 dogodkov. Rezultati so bili podani preglednici Microsoft Excel. Deleže za CK12 in 
ABCB5 ter povprečno intenziteto fluorescence, MFI (angl. Mean Flourescence Intensity, 
MFI) za CD80, CD86, CD83 in HLA-DR smo pridobili iz rezultatov analiz v programu 
FACSDiva. Statistično analizo in grafe smo naredili s programom R 3.5.1. Poskus je 
vključeval dva faktorja: podlaga in pasaža. S programom R smo naredili model, ki za 
oceno parametrov uporablja posplošeno metodo najmanjših kvadrantov in upošteva, da je 
variabilnost odvisna od velikosti napovedane vrednosti. Statistično značilnost rezultatov 
smo preverili z analizo modela ANOVA. Za primerjavo povprečij po obravnavanjih smo 
naredili novo spremenljivko obravnava (podlaga:pasaža). Nato smo naredili matrike 
primerjav deležev (mDC, pDC, CD80, CD83, CD86, citokeratin 12, in ABCB5) med 
zaporednimi pasažami. S splošnim linearnim modelom smo preverili tudi naključni vpliv 
roženice in ga izključili, zaradi premajhne variance tega vpliva. 
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4 REZULTATI  
Eksplante korneolimbalnega obroča smo gojili na dveh podlagah: plastiki in intaktni AM. 
Vzorce iz vsake pasaže smo analizirali na pretočnem citometru. Številke roženic 
predstavljajo zaporedne roženice, ki so jih odvzeli na Očesni kliniki. V raziskovalne 
namene smo uporabili roženice 12, 16, 20, 25, 26 in 29.  
4.1 MIELOIDNE DENDRITIČNE CELICE 
Imunofenotip mDC smo opredelili glede na pozitivno izražanje naslednjih označevalcev: 
CD45+, HLA-DR+, CD11c+ in na odsotnost izražanja CD123-. 
 
Slika 6: Deleži mDC (%) v gojenem korneolimbalnem tkivu, po pasažah, na AM (levo) in plastiki (desno). 
Posamezne roženice po številkah prikazujejo različne barve, dejanske izmerjene vrednosti ponazarjajo točke, 
ki so med pasažami povezane s črto 
Slika 6 prikazuje deleže mDC (%), ki smo jih izmerili v vzorcih gojenih korneolimbalnih 
eksplantov. 
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Slika 7: Deleži mDC (%) v gojenem korneolimbalnem tkivu, po pasažah, na AM (levo) in plastiki (desno). 
Posamezne točke prikazujejo dejanske izmerjene vrednosti, črta pa povezuje povprečne vrednosti 
Povprečni delež mDC vzorcev gojenih na AM v začetni (nulti) pasaži je znašal 0,21 %. 
Dobili smo tudi večjo raznolikost med meritvami po roženicah. Eksplanti, gojeni na 
plastiki, so si bili po vrednostih bližje. Povprečni delež mDC na plastiki v začetni pasaži je 
znašal 0,15 %. Vzorci, gojeni na AM, so imeli v začetni pasaži v povprečju večji delež 
mDC kot vzorci, gojeni na plastiki. V prvi pasaži je povprečni delež mDC, glede na 
začetno pasažo, padel tako na AM, kot tudi na plastiki. Na AM je znašal 0,17 %, na 
plastiki pa 0,07 %. Povprečni delež mDC v vzorcih je pri drugi pasaži na AM padel na 
0,09 %, na plastiki pa zrastel na 0,09 %. V tretji pasaži je delež mDC padel pri vseh 
roženicah, na obeh podlagah. Tako je v tretji pasaži povprečni delež mDC na AM znašal 
0,06 %, na plastiki pa 0,02 %. 
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Slika 8: Model napovedi povprečja deleža mDC po pasažah in 95 % intervali zaupanja za ta povprečja 
Glede na podatke meritev smo naredili model, ki za oceno parametrov uporablja 
posplošeno metodo najmanjših kvadrantov. Analiza modela ANOVA ni pokazala 
statistične razlike med obravnavanji (p>0,05), prav tako ni bilo statistične razlike med 
podlagama. Ker interakcija med podlago in pasažo ni bila statistično značilna (p>0,05), 
modela napovedi povprečja deleža mDC po pasažah in 95% intervalov zaupanja za ta 
povprečja, ne prikazujemo ločeno glede na podlago. Iz modela napovedi povprečnega 
deleža mDC vidimo, da bi vrednosti po pasažah padale, največji padec bi zaznali iz začetne 
v prvo pasažo in iz druge v tretjo pasažo. Vrednosti niso bile statistično značilne (p>0,05). 
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4.2 PLAZMACITOIDNE DENDRITIČNE CELICE (pDC) 
Imunofenotip pDC smo opredelili glede na pozitivno ali negativno izražanje naslednjih 
označevalcev: CD45+, HLA-DR+, CD11c-, CD123+, CD303+. 
 
Slika 9: Deleži pDC (%) v gojenem korneolimbalnem tkivu, po pasažah, na AM (levo) in plastiki (desno). 
Posamezne roženice po številkah prikazujejo različne barve, dejanske izmerjene vrednosti ponazarjajo točke, 
ki so med pasažami povezane s črto 
Slika 9 prikazuje deleže pDC (%), ki smo jih izmerili v vzorcih gojenih korneolimbalnih 
eksplantov. 
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Slika 10: Deleži pDC (%) v gojenem korneolimbalnem tkivu, po pasažah, na AM (levo) in plastiki (desno). 
Posamezne točke prikazujejo dejanske izmerjene vrednosti, črta pa povezuje povprečne vrednosti 
Pri eksplantih, gojenih na plastiki, smo v začetni pasaži izmerili zelo različne vrednosti. Iz 
slike 10 je razvidno, da je povprečen delež pDC eksplantov, gojenih na plastiki, višji kot 
pri vzorcih gojenih na AM. V začetni pasaži je bil delež pDC na AM 0,07 %, na plastiki pa 
0,15 %. Povprečni delež pDC na AM je v prvi pasaži znašal 0,14 %, kar je dvakrat višje 
kot v začetni pasaži. Vzorci, gojeni na plastiki, so imeli v prvi pasaži v povprečju nižji 
delež pDC kot v začetni pasaži, in sicer 0,07 %. Delež pDC vzorcev, gojenih na AM, je v 
drugi pasaži padel pri vseh roženicah in v povprečju znašal 0,08 %. Na plastiki smo dobili 
ravno obratne rezultate, v povprečju je bil delež pDC vzorcev, gojenih na plastiki, v drugi 
pasaži višji kot v prvi pasaži, in sicer 0,19 %. Enotne rezultate glede na podlago smo dobili 
v tretji pasaži, saj se je delež pDC znižal tako pri vzorcih, gojenih na AM, kot tudi pri 
vzorcih gojenih na plastiki. Povprečni delež pDC vzorcev, gojenih na AM, je bil 0,07 %, 
vzorcev, gojenih na plastiki, pa 0,03 %. 
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Slika 11: Model napovedi povprečja deleža pDC po pasažah in 95 % intervali zaupanja za ta povprečja 
Glede na dobljene podatke smo naredili model, ki za oceno parametrov uporablja 
posplošeno metodo najmanjših kvadrantov. Analiza modela ANOVA ni pokazala 
statistične razlike med obravnavanji (p>0,05), prav tako ni bilo statistične razlike med 
podlagama. Ker interakcija med podlago in pasažo ni bila statistično značilna (p>0,05), 
modela napovedi povprečja deleža pDC po pasažah in 95 % intervalov zaupanja za ta 
povprečja, ne prikazujemo ločeno glede na podlago. Iz modela napovedi povprečnega 
deleža pDC po pasažah, lahko sklepamo, da bi delež pDC iz začetne v prvo pasažo rahlo 
padel, nato narastel in bil največji v drugi pasaži ter zopet padel po tretji pasaži, na do tedaj 
najnižjo vrednost. Vrednosti niso bile statistično značilne (p>0,05).  
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4.3 AKTIVIRANE DENDRITIČNE CELICE 
Imunofenotip aktiviranih DC smo opredelili glede na povišano izražanje HLA-DR, 
kostimulatornih molekul CD80 in CD86 ter aktivacijske molekule CD83. Analizirali smo 
kostimulatorne molekule na populacijah CD45+, HLA-DR+, CD11c+. 
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Slika 12: Deleži celic, ki so izražale kostimulatorne molekule CD80 in CD86 ter aktivacijsko molekulo CD83 
(%) v gojenem korneolimbalnem tkivu, po pasažah, na AM (levo) in plastiki (desno). Kostimulatorne 
molekule prikazujejo različne barve, posamezne točke prikazujejo dejanske izmerjene vrednosti, črta pa 
povezuje povprečne vrednosti 
Slika 12 prikazuje povprečne deleže celic, ki izražajo kostimulatorne molekule CD80 in 
CD86 ter aktivacijsko molekulo CD83, po pasažah in glede na podlago. 
Pri vzorcih, gojenih na AM, je bil povprečni delež v začetni pasaži najvišji za celice, ki so 
izražale CD83 (0,16 %), sledi CD86 (0,14 %) in nato CD80 (0,12 %). Na plastiki smo v 
začetni pasaži dobili najvišji povprečni delež celic CD86+ (0,25 %), sledile so celice 
CD80+ in CD83+, z enakim povprečnim deležem (0,13 %). V prvi pasaži so bili povprečni 
deleži na AM enaki, na plastiki pa so se znižali na približno enako vrednost 0,06%. V 
drugi pasaži je na AM povprečni delež vseh molekul padel na 0,05 %, na plastiki pa je 
zrastel na 0,08 %. V tretji pasaži na AM so bili, pri vseh molekulah, povprečni deleži 
najnižji od vseh pasaž, in sicer za celice CD80+ 0,04 %, za celice CD86+ 0,05 % in za 
celice CD83+ 0,06 %. Padec povprečnih deležev vseh molekul je bil viden tudi na plastiki, 
in sicer na 0,02 %. 
Hkratno spreminjanje deležev celic CD80+, CD83+ in CD86+, kaže na sodelovanje vseh 
treh molekul na DC. To lahko potrdimo tudi z rezultati, ki so prikazani na spodnji sliki 13, 
ki prikazuje razsevne grafikone za posamezen par molekul. Vidimo korelacijo med 
populacijami celic za posamezno kostimulatorno molekulo. Povezavo smo pričakovali, saj 
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vemo, da ob dozorevanju DC pride do spremembe izražanja kostimulatornih molekul 
CD80 in CD86 ter aktivacijske molekule CD83. 
 
Slika 12: Razsevni grafikoni deležev celic CD80+, CD83+, CD86+ 
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Slika 13: Modeli napovedi povprečja deleža celic CD80+, CD83+ in CD86+ po pasažah in 95 % intervali 
zaupanja za ta povprečja 
Glede na dobljene podatke smo za vsako izmerjeno kostimulatorno molekulo posebej 
naredili model, ki za oceno parametrov uporablja posplošeno metodo najmanjših 
kvadrantov. Analiza modela ANOVA ni pokazala statističnih razlik med obravnavanji 
(p>0,05), prav tako ni bilo statistične razlike med podlagama. Ker interakcija med podlago 
in pasažo ni bila statistično značilna (p>0,05), so modeli napovedi povprečnega deleža 
celic CD80+, CD83+ in CD86+ po pasažah in 95 % intervali zaupanja za ta povprečja, 
prikazani ne glede na podlago. Iz modelov napovedi povprečnega deleža celic CD80+, 
CD83+ in CD86+ po pasažah, lahko sklepamo, da bi deleži padali z višanjem pasaž, 
vendar vrednosti niso statistično značilne (p>0,05). 
Na delež posamezne populacije celic CD80+, CD83+ in CD86+ vpliva tudi propad celic v 
kulturi in večje izraščanje fibroblastom podobnih celic. V tem primeru nam povprečna 
intenziteta fluorescence, MFI, posameznih označevalcev pove, v kolikšni meri celice 
izražajo kostimulatorne molekule in molekule MHC II. Višja MFI pomeni, da celice na 
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površini izražajo več določenih kostimulatornih molekul, na katere se je vezalo več 
protiteles, konjugiranih s fluorokromom. 
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Slika 14: Izražanje kostimulatornih molekul CD80 in CD86, aktivacijske molekule CD83 in molekule HLA-
DR (MFI) v gojenem korneolimbalnem tkivu, po pasažah, na AM (levo) in plastiki (desno). Molekule CD in 
molekulo HLA-DR prikazujejo različne barve, posamezne točke prikazujejo dejanske izmerjene vrednosti, 
črte pa povezujejo povprečja 
Na zgornji sliki so predstavljene MFI za kostimulatorne molekule CD80 in CD86, 
aktivacijsko molekulo CD83 ter molekulo HLA-DR, na celicah CD11c+. Na sliki je videti, 
kot da je prišlo do razlike med podlagama, vendar le-ta ni statistično značilna (p>0,05). 
Povprečje MFI je bilo v začetni pasaži na AM najvišje za CD86, sledijo CD83, HLA-DR 
in CD80. Na plastiki je bilo zaporedje enako, vendar so bile vrednosti višje. V prvi pasaži 
pri vzorcih, gojenih na AM, se je povprečje MFI, za vse merjene molekule, zvišalo, na 
plastiki pa znižalo. V drugi pasaži so se povprečja MFI, za vse merjene molekule, znižala 
tako pri vzorcih gojenih na AM, kot tudi na plastiki. V tretji pasaži so se povprečja MFI, 
vseh merjenih molekul, zvišala pri obeh podlagah. Razlike med pasažami niso statistično 
značilne (p>0,05). 
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4.4 ROŽENIČNE EPITELIJSKE CELICE 
Imunofenotip roženičnih epitelijskih celic smo opredelili glede na izražanje citokeratina 
12. Višja, kot je diferenciacija epitelijskih celic, več CK12 izražajo. 
 
Slika 15: Deleži celic, ki so izražale CK12 (%) v gojenem korneolimbalnem tkivu, po pasažah, na AM (levo) 
in plastiki (desno). Posamezne roženice po številkah prikazujejo različne barve, dejanske izmerjene vrednosti 
ponazarjajo točke, ki so med pasažami povezane s črto 
Slika 16 prikazuje deleže celic, ki so izražale CK12 po pasažah in roženicah glede na 
podlago.  
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Slika 16: Deleži celic, ki so izražale CK12 (%) v gojenem korneolimbalnem tkivu, po pasažah, na AM (levo) 
in plastiki (desno). Posamezne točke prikazujejo dejanske izmerjene vrednosti, črta pa povezuje povprečne 
vrednosti 
V povprečju je bilo v začetni pasaži 75 % celic, gojenih na AM, epitelijskih roženičnih 
celic, na plastiki pa malo manj, 66%. Na plastiki so bile večje razlike med roženicami kot 
na AM. V prvi pasaži se je začel trend konstantnega padanja deleža roženičnih epitelijskih 
celic pri kulturah, gojenih na AM. Povprečni delež celic CK12+ je v kulturah, gojenih na 
AM, padel na 64%. Pri kulturah, gojenih na plastiki, smo opazili obraten trend, saj je pri 
večini roženic delež roženičnih epitelijskih celic narastel. Povprečni delež celic CK12+ pri 
kulturah, gojenih na plastiki, je v prvi pasaži znašal 72 %. Po pregledu kultur roženice 29 
pod invertnim mikroskopom smo že na začetku druge pasaže opazili, da so iz več kot ¾ 
biopsije izraščali fibroblasti, ne pa epitelijske celice. To roženico smo zato izključili iz 
poskusa. Največji padec deleža roženičnih epitelijskih celic smo pri obeh podlagah zaznali 
pri drugi pasaži. Povprečni delež celic CK12+ je v kulturah, gojenih na AM, znašal 27%, 
na plastiki pa 37%. V tretji pasaži smo pri vseh roženicah in na obeh podlagah opazili 
povečano izraščanje fibroblastov iz eksplantov, zato se je temu primerno znižal tudi delež 
epitelijskih celic. Povprečni delež celic CK12+ je znašal 12 % na AM in 5 % na plastiki. 
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Slika 17: Model napovedi povprečja deleža celic CK12+ po pasažah in 95 % intervali zaupanja za ta 
povprečja 
Glede na dobljene podatke smo naredili model, ki za oceno parametrov uporablja 
posplošeno metodo najmanjših kvadrantov. Analiza modela ANOVA ni pokazala 
statistične razlike med obravnavanji (p>0,05), prav tako ni bilo statistične razlike med 
podlagama. Ker interakcija med podlago in pasažo ni bila statistično značilna (p>0,05) 
modela napovedi deleža roženičnih epitelijskih celic po pasažah in 95 % intervalov 
zaupanja za ta povprečja ne prikazujemo ločeno glede na podlago. Iz modela napovedi 
povprečnega deleža roženičnih epitelijskih celic po pasažah lahko sklepamo, da bi delež 
padal po pasažah. Največji padec bi bil v drugi in v tretji pasaži. Vrednosti so bile 
statistično značilne za prehod iz prve v drugo (p=0,007) in iz druge v tretjo pasažo 
(p=0,01). 
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4.5 LIMBALNE EPITELIJSKE MATIČNE CELICE 
Imunofenotip LEMC smo preverjali z določevanjem označevalca ABCB5. 
 
Slika 18: Deleži celic, ki so izražale ABCB5 (%) v gojenem korneolimbalnem tkivu, po pasažah, na AM (levo) in plastiki 
(desno). Posamezne roženice po številkah prikazujejo različne barve, dejanske izmerjene vrednosti ponazarjajo točke, ki 
so med pasažami povezane s črto 
Slika 19 prikazuje deleže celic, ki izražajo označevalec za LEMC, ABCB5, po pasažah in 
roženicah glede na podlago. 
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Slika 19: Deleži celic, ki so izražale ABCB5 (%) v gojenem korneolimbalnem tkivu, po pasažah, na AM 
(levo) in plastiki (desno). Posamezne točke prikazujejo dejanske izmerjene vrednosti, črta pa povezuje 
povprečne vrednosti 
V začetni pasaži smo dobili največjo raznolikost med deleži celic ABCB5+ pri vzorcih 
gojenih na AM. V začetni pasaži je bil povprečni delež celic ABCB5+ v kulturah, gojenih 
na AM, 4,4 %, na plastiki pa 3,2 %. V kulturah, gojenih na AM, je s prvo pasažo začel 
delež celic ABCB5+ padat. Povprečni delež LEMC v kulturah na AM se je znižal na 4 %. 
V nasprotju z AM se je povprečni delež LEMC v kulturah, gojenih na plastiki, v prvi 
pasaži zvišal, in sicer na 5 %. V drugi pasaži je povprečni delež LEMC padel pri obeh 
podlagah. Na AM smo tako imeli povprečno 1,5 % celic ABCB+, na plastiki pa 1,6 %. V 
zadnji, tretji pasaži, je bil povprečni delež celic ABCB5+ pri obeh podlagah najnižji od 
vseh pasaž. Pri kulturah, gojenih na AM, je znašal 1,5 %, na plastiki pa 0,8 %. 
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Slika 20: Model napovedi povprečja deleža celic ABCB5+ po pasažah in 95% intervali zaupanja za ta 
povprečja 
Glede na dobljene podatke smo naredili model, ki za oceno parametrov uporablja 
posplošeno metodo najmanjših kvadrantov. Analiza modela ANOVA ni pokazala 
statistične razlike med obravnavanji (p>0,05), prav tako ni bilo statistične razlike med 
podlagama. Ker interakcija med podlago in pasažo ni bila statistično značilna (p>0,05) 
modela napovedi deleža LEMC po pasažah in 95 % intervalov zaupanja za ta povprečja, ne 
prikazujemo ločeno glede na podlago. Iz modela napovedi povprečnega deleža celic 
ABCB56+ po pasažah lahko sklepamo, da bi delež v prvi pasaži rahlo narastel, nato pa 
strmo padel v drugi in tretji pasaži. Vrednosti so bile statistično značilne za prehod iz prve 
v drugo pasažo (p=0,015). 
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5 RAZPRAVA  
V tej magistrski nalogi smo s pretočno citometrijo preverili izraščanje različnih tipov celic 
iz eksplanta korneolimbalnega obroča. Osredotočili smo se na pDC, mDC, epitelijske 
roženične celice in LEMC. V namen rekonstrukcije očesne površine se čedalje bolj 
uporablja tudi AM, zato smo eksplante gojili na plastiki in na intaktni AM.  
Malo raziskav je bilo narejenih na področju določanja DC v gojenih človeških roženicah. 
V večini raziskav so avtorji čas gojenja omejili na 14 dni (eno pasažo), ali pa so se odločili 
za dolgotrajno gojenje v kulturi brez pasaž, ki je trajala tudi več kot 200 dni, pri čemer so 
menjali samo medij. Mayer in sod. (2007) so prvi poročali o dolgotrajnem preživetju DC 
kulturi (nad 200 dni), saj so jih lahko določili v roženici tudi tri mesece po začetku gojenja. 
Roženice so gojili v dolgotrajnih kulturah nad 200 dni in jim v različnih časovnih 
intervalih določali DC. V rezinah roženice so z imunofluorescenčno tehniko označili 
CD11c, ki se izraža na mDC, CD207/Langerin, ki se nahaja na površini Langerhansovih 
celic ter CD208/DC-LAMP, ki je značilen za zrele DC. Ugotovili so, da se delež DC 
močno zniža v prvih treh tednih gojenja, kar bi pomenilo, da so take roženice manj 
imunogene. Tudi po 200 dneh v kulturi so v periferiji roženice še vedno prisotne naivne 
DC, zato menijo, da je tak roženični presadek še vedno zmožen sproženja zavrnitve, saj 
lahko naivne DC ob vnetju prejemnikove očesne površine dozorijo in sprožijo zavrnitev. 
Simon in sod. (2004) so ugotovili, da se je, v primerjavi z uporabo svežih roženic za 
presaditev, frekvenca zavrnitve alogenega presadka znižala po sedmih ali več dnevih 
gojenja roženice pred presaditvijo. Za še posebej značilno se je to izkazalo pri bolnikih v 
kategoriji višjega tveganja za presaditev. Tehniko uporabe gojenega limbalnega tkiva so že 
leta 1997 razvili Pellegrini in sod. (1997) in jo predstavili kot metodo presaditve 
vzgojenega limbalnega epitelija oziroma CLET. Poročali so o uspešnih primerih popolne 
obnove roženičnega epitelija že po nekaj dneh. Za regeneracijo očesne površine uporabijo 
vzgojene roženične celice, le-te gojijo suspenzijsko ali eksplantno dva do tri tedne brez 
pasaž. Menimo, da se s tem izognejo izraščanju fibroblastom podobnih celic in pridobijo 
največji delež epitelijskih celic, ki zagotovijo prozornost roženice. Ugotovili so, da 
vzgojene celice učinkovito obnovijo očesno površino, pri čemer imajo presadki 
avtolognega izvora boljšo dolgoročno prognozo kot alogeni presadki kadavrskega izvora 
(Miri in sod., 2010; Notara in sod., 2010). Če povzamemo le študije z večjim številom 
bolnikov; Tsai in sod. (2000) so z metodo CLET zdravili šest bolnikov z unilateralnimi 
hudimi poškodbami roženice, tako da so z limbalno biopsijo odvzeli del tkiva, ga gojili dva 
do tri tedne na intaktni AM in nato presadili na poškodovano oko. Po dveh do štirih dneh 
so opazili popolno obnovo roženičnega epitelijskega tkiva, po enem mescu je bila očesna 
površina prekrita z roženičnim epitelijem in po 15 mesecih še vedno ni bilo pojava 
ponovne vaskularizacije ali vnetja. Istega leta so Schwab in sod. (2000) poročali o uspehu 
te metode pri 14 bolnikih, od tega so imeli štirje alogeni presadek od živih sorodnikov. 
Uspešnost pri alogenih presadkih po 13 mesecih od operacije je bila 100 %. Z leti se je 
postopek metode CLET razširil po svetu. Rama in sod. (2001) so poročali o 18 avtolognih 
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presaditvah gojenega limbalnega tkiva z 78 % (14 od 18 bolnikov) uspešnostjo po 18 
mesecih od presaditve. Kolzumi in sod. (2001) so s to metodo opravili rekonstrukcijo 
očesne površine pri 13 bolnikih s popolnim pomanjkanjem LEMC. Uporabili so alogeno 
tkivo kadavrskega izvora in po 11 mesecih dosegli 92 % (12 od 13 bolnikov) uspešnost. 
Shimazaki in sod. (2002), so poročali o 13 bolnikih s popolnim pomanjkanjem LEMC, pri 
čemer so za zdravljenje uporabili: pri sedmih bolnikih alogeno tkivo kadavrskega izvora, 
pri šestih bolnikih alogeno tkivo darovano od bližjih sorodnikov bolnika in pri enem 
bolniku lastno tkivo. Uspeh mesec po posegu je bil 100 % pri bolniku z avtolognim 
presadkom in 46 % (6 od 13 bolnikov) pri ostalih bolnikih, ki so prejeli alogene presadke. 
Pri sedmih bolnikih so se po operaciji pojavile razne epitelijske nepravilnosti in delno 
vraščanje veznice, uspešnost pa je znižalo predvsem že predhodno slabo stanje bolnikov. 
Najbolj obširno študijo so izvedli Sangwan in sod. (2003) na 125 bolnikih, pri katerih so za 
obnovitev očesne površine uporabili bolnikovo lastno ex vivo vzgojeno limbalno in 
veznično tkivo na AM. Poročali so o 100 % uspešnosti, vendar ni podatka o dolgoročni 
uspešnosti. Največ poročanih primerov je o uporabi avtolognih presadkov, saj imajo le-ti 
višjo stopnjo uspešnosti v primerjavi z alogenimi presadki. Najbolj nedavno raziskavo 
uspešnosti so objavili Fasolo in sod. (2017). Spremljali so 59 bolnikov, ki so prejeli 
presadke ex vivo vzgojenega limbalnega epitelijskega tkiva. Po enem letu je bilo 24 (41 %) 
uspešnih, 23 (39 %) delno in 12 (20 %) neuspešnih primerov presaditve. Od 12 neuspešnih 
primerov je pri šestih bolnikih prišlo do zavrnitve presadka po penetrantni keratoplastiki. 
Od teh šestih so pri štirih bolnikih poročali tudi o vnetju presadka in perforaciji. Od 24 
uspešnih primerov so pri 13 bolnikih po štirih do sedmih letih očesno površino ponovno 
zdravili s penetrantno keratoplastiko, od tega so pri sedmih bolnikih uspešno obnovili 
očesno površino, pri petih bolnikih je prišlo do zavrnitve, pri enem bolniku pa so se začele 
ponavljati epitelijske nepravilnosti. Da zagotovimo čim večji uspeh po presaditvi, mora 
vzgojeno tkivo vsebovati zadostno količino limbalnih matičnih celic (nad 3 %; določeno s 
kvantitativnim fluorescenčnim imunohistokemičnim barvanjem – označevalec p36) in 
roženičnih epitelijskih celic (60–90 %; označevalec CK3) ter ne sme presegati 5 % 
kontaminacije s fibroblasti. Bolniki po posegu vsaj 45 dni prejemajo protivnetna in 
imunosupresivna zdravila. Pri delno uspešnih in neuspešnih primerih se čas terapije s 
protivnetnimi zdravili podaljša.   
Kolikor nam je znano, še ni bila objavljena raziskava, kjer bi poročali o spremembi deležev 
pDC in mDC od začetne (nulte) do tretje pasaže v keratolimbalnih eksplantnih kulturah 
vzgojenih na plastiki ali na intaktni AM. 
Izraščanje prvih celic iz korneolimbalnega eksplanta, gojenega na plastiki, smo opazili tri 
do štiri dni po začetku gojenja. Najbolj hitro rast smo opazili po enem tednu gojenja. V 
začetni in prvi pasaži so bile celice večinoma epitelijske, mozaičnega videza, nekatere so 
bile okrogle, z malo citoplazme, kar bi lahko bile LEMC. Pri drugi in predvsem tretji 
pasaži smo opazili višji delež izraščanja fibroblastom podobnih celic in manjši delež 
mozaičnih epitelijskih celic. Podobne rezultate smo dobili tudi pri merjenju vzorcev pasaž 
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s pretočnim citometrom. Zgoraj opisani trend potrjujeta modela napovedi povprečnega 
deleža zrelih epitelijskih celic (Slika 18) in LEMC (Slika 21), kjer smo dobili statistično 
značilni padec povprečnega deleža epitelijskih roženičnih celic (celic CK12+) v drugi 
(p=0,007) in tretji pasaži (p=0,01), ter statistično značilni padec LEMC (celic ABCB5+) v 
drugi pasaži (p=0,015). Kadavrsko tkivo ima v primerjavi s svežim tkivom nižji 
proliferativni potencial (Sati in sod., 2015), na izraščanje pa lahko vpliva tudi čakalna doba 
od odvzema do predaje tkiva v raziskovalne namene, ko tkivo ni več primerno za 
presaditev. V naši raziskavi se je za primer roženice z nizkim proliferativnim potencialom 
izkazala roženica 29, ki smo jo predčasno izključili iz poskusa zaradi povišanega 
izraščanja fibroblastom podobnih celic, odsotnosti epitelijskih celic in slabe pritrditve na 
gojitveno površino. 
Dendritične celice 
Prisotnost DC v roženici so v svojih študijah v zadnjih dvajsetih letih dokazali mnogi 
znanstveniki in ovrgli dogmo, da je roženica imunsko privilegirano tkivo (Taylor, 2009). 
Izkazalo se je, da je tudi v centralnem delu roženice stalno prisotna populacija DC. Gre 
predvsem za naivne DC, ki izražajo manjšo količino molekul MHC I in II, kostimulatornih 
molekul CD86 in CD80 ter aktivacijske molekule CD83 (Hamrah in sod., 2002; Hamrah in 
sod., 2007; Hamrah in sod., 2003; Knickelbein in sod., 2009). Ravno njihova naivna 
narava je razlog za uveljavitev imunoprivilegiranosti sprednjega dela roženice, saj v tem 
stanju ne morejo predstaviti antigena celicam T in zato ne pride do imunskega odziva. 
Stalna populacija DC je del prve obrambne linije pred patogeni in tujki, zato je v tkivih 
ključnega pomena. Glavna podtipa DC sta plazmacitoidne DC in mieloidne DC 
(Manicassamy in Pulendran, 2012). 
Mieloidne DC smo okarakterizirali z izražanjem označevalcev CD45, HLA-DR, CD11c in 
odsotnostjo izražanja CD123. Povprečni delež mDC v gojenem keratolimbalnem tkivu se 
je z višanjem pasaž znižal tako na plastiki kot na AM, vendar razlika med podlagama ni 
bila statistično značilna (p>0,05). Po začetni pasaži je bil povprečni delež mDC, gojenih na 
AM, 0,21 %, na plastiki pa 0,15 %. V prvi pasaži je povprečni delež mDC padel na obeh 
podlagah, na AM je bil 0,17 %, na plastiki pa 0,07 %. V našem primeru je prišlo do razlik 
med podlagama v drugi pasaži, kjer smo na plastiki dobili višji povprečni delež mDC v 
primerjavi s prvo pasažo, medtem ko je na AM delež padel. Povprečne vrednosti MFI za 
HLA-DR, kostimulatorne molekule CD80 in CD86 ter aktivacijsko molekulo CD83 so v 
drugi pasaži padle, zato ni verjetno, da je prišlo do povišanja deleža mDC zaradi 
dozorevanja DC, ampak menimo, da smo dobili navidezno višji delež mDC zaradi 
manjšega izraščanja epitelijskih roženičnih celic iz eksplantov. To bi lahko v prihodnosti 
preverili z višjim številom ponovitev. V tretji pasaži je bil delež mDC najnižji v primerjavi 
s predhodnimi pasažami. Pri vzorcih, gojenih na AM, je padel na 0,06 %, pri vzorcih, 
gojenih na plastiki, pa na 0,02 %. Ker v literaturi nismo našli podatkov, ki bi poročali o 
spreminjanju DC po večkratnih pasažah, menimo, da je roženično tkivo bolj smiselno 
gojiti v dolgotrajni celični kulturi brez pasaž ali z le eno pasažo. 
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Glede na rezultate, pridobljene v poskusih, smo naredili model, ki za oceno parametrov 
uporablja posplošeno metodo najmanjših kvadrantov. Izkazalo se je, da razlika med 
podlagama ni statistično značilna (p>0,05). Model napoveduje padec povprečnega deleža 
mDC po pasažah, med prvo in drugo pasažo bi le-ta znašal okoli 0,1 %, kar bi bilo najbolj 
ugodno za presaditev, saj s tem ohranimo višjo koncentracijo in živost celic, v primerjavi s 
tretjo pasažo. Vendar pa napovedane vrednosti niso statistično značilne za nobeno pasažo 
(p>0,05), zato bi bilo treba poskus ponoviti na večjem številu vzorcev. 
Plazmacitoidne DC smo opredelili glede na prisotnost CD45, HLA-DR, CD123 in CD303 
ter odsotnost CD11c. V človeški roženici pDC še niso bile identificirane, zato so v sklopu 
doktorske disertacije, na Očesni kliniki v Ljubljani, z imunofluorescenčnim barvanjem 
prvič določili pDC v petih kadavrskih roženicah gojenih na plastiki in na intaktni AM. 
Ugotovili so, da so pDC prisotne tako v centralnem kot v perifernem delu roženice 
(Lužnik, 2017). V naši raziskavi smo delež pDC določali v eksplantih korneolimbalnega 
obroča, ki predstavlja periferijo roženice. 
Glede na rezultate, pridobljene v poskusih, smo naredili model, ki za oceno parametrov 
uporablja posplošeno metodo najmanjših kvadrantov. Tudi tukaj se je izkazalo, da razlika 
med podlagama ni bila statistično značilna (p>0,05), zato smo model napovedi 
povprečnega deleža pDC predstavili za obe podlagi. Model napoveduje padec povprečnega 
deleža pDC v vseh, razen v drugi pasaži, vendar pa vrednosti niso statistično značilne 
(p>0,05), zato bi potrebovali več ponovitev. 
 Aktivirane dendritične celice 
Za optimalno aktivacijo T celičnega odziva preko DC so potrebne kostimulatorne 
molekule, katerih izražanje se poveča ob dozorevanju DC. Najbolj pogosto določamo 
kostimulatorni molekuli CD80 in CD86 ter aktivacijsko molekulo CD83, saj so dokazano 
povezane z aktivacijo DC (Prechtel in Steinkasserer, 2007). V naši raziskavi se je izkazalo, 
da je bil delež DC CD11c+, ki so izražale kostimulatorne molekule, najvišji v začetni 
pasaži in je padal z višanjem števila pasaž ter se spreminjal skupaj z deležem pDC in 
mDC. Povprečne vrednosti MFI so se enakomerno spreminjale po pasažah, pri čemer je 
prevladovala kostimulatorna molekula CD86, sledile so molekule CD83, CD80 in HLA-
DR. To bi lahko pomenilo, da so bile DC v začetni fazi dozorevanja, saj se takrat povišano 
izraža CD86 (Schmidt in sod., 2012). Pri vzorcih, gojenih na AM, je v prvi pasaži prišlo do 
povišanja vseh povprečnih vrednosti MFI, vendar vrednosti niso bile statistično značilne 
(p>0,05). Delež celic CD80+, CD83+ in CD86+ se v primerjavi z začetno pasažo ni 
spremenil, kar bi lahko pomenilo, da so DC CD11c+ zaradi dozorevanja povečano izražale 
kostimulatorne molekule in molekulo MHC II. To bi morali potrditi z večjim številom 
ponovitev. V drugi pasaži smo pri vzorcih, gojenih na plastiki, zaznali porast povprečnih 
deležev celic CD80+, CD83+ in CD86+, vendar pa so bile povprečne vrednosti MFI za 
HLA-DR, kostimulatorne molekule CD80 in CD86 ter aktivacijsko molekulo CD83 v 
drugi pasaži nižje, zato ni verjetno, da je prišlo do dozorevanja in aktivacije DC, ampak je 
bil porast navidezen zaradi manjšega izraščanja epitelijskih celic iz eksplantov. Pri vzorcih, 
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gojenih na AM, so se v drugi pasaži povprečni deleži celic CD80+, CD83+ in CD86+ 
znižali, prav tako so se znižale tudi povprečne vrednosti MFI za HLA-DR in molekule 
CD80, CD86 in CD83. V tretji pasaži so se na obeh podlagah povprečni deleži celic 
CD80+, CD83+ in CD86+ zmanjšali, vendar pa so se povprečne vrednosti MFI, za vse 
merjene molekule, povečale. Menimo, da je prišlo do stimulusa DC CD11c+ zaradi 
propadajočih epitelijskih roženičnih celic, kar je razvidno tudi iz slik 17 in 18, ki 
prikazujeta upad zrelih epitelijskih roženičnih celic v tem obdobju. Celice bi lahko 
propadle z nekrozo zaradi stresnih dejavnikov gojenja, pri čemer se sprostijo »heat shock« 
proteini, ki stimulirajo dozorevenje DC ter posledično vodijo do povečanega izražanja 
molekul MHC II ter kostimulatornih in aktivacijskih molekul (Basu in sod., 2000). 
Glede na rezultate, pridobljene v poskusih, smo za celice CD80+, CD86+ in CD83+ 
posamezno naredili model, ki za oceno parametrov uporablja posplošeno metodo 
najmanjših kvadrantov. Vsi trije modeli so napovedali padec povprečnih deležev celic 
CD80+, CD83+ in CD86+ z višanjem števila pasaž, vendar pa vrednosti niso statistično 
značilne (p>0,05), zato bi morali ponoviti poskus z večjim številom roženic. 
Zrele epitelijske celice 
Za uspešno obnovitev očesne površine potrebujemo, poleg limbalnih matičnih celic, tudi 
zadosten delež epitelijskih roženičnih celic. Zrele epitelijske celice smo določili z 
izražanjem citokeratina 12. Izkazalo se je, da je bil povprečni delež celic CK12+ najvišji v 
začetni in v prvi pasaži, in sicer med 75 % in 64 % na AM, in med 66 % in 71 % na 
plastiki, vendar brez statistične značilnosti med podlagama (p>0,05). V drugi in tretji 
pasaži je delež celic CK12+ močno padel. Na AM je znašal med 27 % in 12 %, na plastiki 
pa med 37 % in 5 %. To smo opazili tudi pod invertnim mikroskopom, saj je bilo povečano 
izraščanje fibroblastom podobnih celic in zmanjšano izraščanje epitelijskih mozaičnih 
celic. Kahn in sod. (1993) so dokazali, da moramo biti pri rezanju eksplantov zelo pazljivi, 
da naredimo reze z eno potezo in brez žaganja, saj lahko pri rezanju pride do sproščanja 
keratinocitov iz strome, ki v kulturi dobijo podobo fibroblastov. 
Naši rezultati padca deleža epitelijskih celic v drugi in tretji pasaži na AM, sovpadajo z 
rezultati raziskave, ki so jo izvedli Li in sod. (2007), kjer so gojili človeške limbalne 
eksplante na intaktni AM do tretje pasaže in spremljali rast pod konfokalnim 
mikroskopom. Prav tako so opazili največje izraščanje epitelijskih celic v prvi pasaži, v 
drugi pasaži je bilo zelo malo izraščanja epitelijskih celic, v tretji pasaži pa niso več opazili 
izraščanja epitelijskih celic. Sklepali so, da je eksplant v prvi pasaži vseboval še dovolj 
usmerjenih predniških celic, TAC, ki so migrirale na AM, v nadaljnjih pasažah pa je bil 
delež teh celic premajhen. Analizirali so tudi preseke eksplantov in ugotovili, da se na 
koncu prve pasaže poveča delež predniških epitelijskih celic v limbalni stromi eksplanta, 
zaradi migracije predniških epitelijskih celic v limbalno stromo (epitelijska-mezenhimska 
tranzicija), namesto proti robu eksplantov. Zato lahko tudi mi sklepamo, da je med prvo 
pasažo prišlo do invazije predniških epitelijskih celic v limbalno stromo in zato v drugi 
pasaži ni prišlo do izraščanja na AM ali na plastiko. Posledično je prišlo do padca deleža 
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epitelijskih roženičnih celic. Upad izraščanja epitelijskih celic v drugi pasaži in izraščanje 
fibroblastom podobnih celic je v svoji doktorski disertaciji poročala tudi Lužnik (2017), 
zato je pri določanju pDC v limbalnih kulturah celice gojila le do vključno prve pasaže. 
Glede na rezultate, pridobljene v poskusih, smo naredili model, ki za oceno parametrov 
uporablja posplošeno metodo najmanjših kvadrantov. Po napovedi modela bi povprečni 
delež zrelih epitelijskih celic padal z višanjem pasaž. Padec povprečnega deleža celic 
CK12+ je statistično značilen iz prve v drugo pasažo (p=0,007), in iz druge v tretjo pasažo 
(p=0,01). 
Limbalne epitelijske matične celice 
Limbalne epitelijske matične celice so ključne za obnavljanje epitelija roženice (Secker in 
Daniels, 2009). Nahajajo se v Vogtovih palisadah, kjer se limbus uviha sam vase ter jih 
tako zaščiti (Notara in sod., 2018). V naši raziskavi smo uporabili označevalec ABCB5, ki 
so ga Ksander in sod. (2014) predlagali kot najnovejši označevalec LEMC. Ugotovili smo, 
da se povprečni delež celic ABCB5+ niža z višanjem pasaž. Zvišal se je le v prvi pasaži na 
plastiki (iz 3,2 % na 5 %), kar bi lahko pomenilo, da je bilo v prvi pasaži povečano 
izraščanje limbalnih matičnih celic, ali pa so se v prvi pasaži LEMC na plastiki namnožile, 
kar bi bilo v skladu z domnevo, da imajo LEMC in vitro povišano stopnjo proliferacije 
(Dua in Azuara-Blanco, 2000). Izostanek povečanja deleža LEMC v prvi pasaži na AM bi 
lahko bil zaradi prisotnosti amnijskih epitelijskih celic, ki upočasnijo rast celic, med 
drugim tudi LEMC (Koizumi in sod., 2000, 2007). Tako se je povprečni delež celic 
ABCB5+ na AM znižal iz 4,4 % v začetni pasaži, na 4 % v prvi pasaži. Vendar pa te 
vrednosti niso bile statistično značilne (p>0,05), in bi jih morali potrditi z dodatnimi 
ponovitvami. Delež celic ABCB5+ je v drugi in v tretji pasaži padel na obeh podlagah. To 
je lahko posledica manjšega izraščanja limbalnih matičnih celic iz eksplantov ter hkrati 
manjše telomerazne aktivnosti in skrajšanje telomer, kar pomeni, da se proliferativni 
potencial limbalnih matičnih celic v kulturi zniža (Ahmad in sod., 2011). Povprečni delež 
celic ABCB5+ je bil v prvi in v tretji pasaži višji na AM kot na plastiki, kar bi lahko bilo 
zaradi vpliva epitelijskih celic AM, saj raziskave kažejo, da intaktna AM vzpodbuja 
ohranjanje matičnega fenotipa LEMC in upočasni diferenciacijo LEMC v roženične 
epitelijske celice (Grueterich in sod., 2002; Li in sod., 2006). To bi lahko preverili z 
daljšim časom gojenja na AM, saj je dokazano, da prisotnost celic na AM ovira izraščanje 
in migracijo celic iz eksplanta na AM (Koizumi in sod., 2000, 2007). 
Glede na rezultate, pridobljene v poskusih, smo naredili model, ki za oceno parametrov 
uporablja posplošeno metodo najmanjših kvadrantov. Model napoveduje povišanje 
povprečnega deleža LEMC v prvi pasaži in nato padec v drugi in tretji pasaži. Povišanje 
povprečnega deleža LEMC ni statistično značilno (p>0,05). Padec povprečnega deleža 
LEMC je statistično značilen iz prve v drugo pasažo (p=0,02), ne glede na podlago 
gojenja. 
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6 SKLEPI 
Pri gojenju eksplantov korneolimbalnega obroča na plastiki in intaktni amnijski membrani 
smo prišli do naslednjih sklepov: 
 Razlika med plastiko in AM za gojenje korneolimbalnih celic ni bila statistično 
značilna. 
 Model napovedi povprečnega deleža dendritičnih celic, tako plazmacitoidnih kot 
mieloidnih, je napovedal padec deleža po pasažah, vendar vrednosti niso bile 
statistično značilne. 
 V tretji pasaži je bilo povišano izražanje kostimulatornih in aktivacijskih molekul, 
vendar se je delež DC, ki so izražale te molekule, znižal. Vrednosti niso bile 
statistično značilne.  
 Model napovedi povprečnega deleža epitelijskih roženičnih celic je napovedal 
statistično značilen padec deleža v drugi in tretji pasaži. 
 Model napovedi povprečnega deleža limbalnih epitelijskih matičnih celic je 
napovedal statistično značilni padec deleža LEMC v drugi pasaži. 
 V drugi in tretji pasaži je bilo povečano izraščanje fibroblastom podobnih celic iz 
eksplantov. 
 Pri obeh podlagah je smiselno gojiti celice do vključno prve pasaže. 
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7 POVZETEK 
Ohranjanje integritete roženičnega tkiva je ključnega pomena, da ohranimo dober vid. 
Roženični epitelij se obnavlja preko LEMC v limbalni niši, ki se asimetrično delijo, 
migrirajo in se med tem diferencirajo ter tako nadomestijo propadle celice roženičnega 
epitelija. Pomanjkanje LEMC, skupaj z uničenjem limbalne niše, lahko vodi do bolezni 
pomanjkanja LEMC. Vzroki za pojav bolezni so lahko notranji ali pa zunanji, vsi pa vodijo 
v spremenjeno strukturo očesne površine do te mere, da oko več ne more opravljati svoje 
funkcije. Ob upoštevanju vseh faktorjev potrebujemo za uspešno obnovitev očesne 
površine prisotnost tako epitelijskih kot matičnih celic v presadku. Za boljše preživetje in 
uspešnost presadka pa želimo imeti nizek delež DC, še posebej zrelih DC, ki izražajo 
kostimulatorne molekule CD80 in CD86 ter aktivacijsko molekulo CD83. 
Glede na rezultate, pridobljene v poskusih, smo za spremljane parametre (pDC, mDC, 
CD80, CD86, CD83, CK12 in ABCB5) naredili modele, ki za oceno parametrov 
uporabljajo posplošeno metodo najmanjših kvadrantov. Pri vseh se je izkazalo, da razlika 
med podlagama ni bila statistično značilna (p>0,05). Model napovedi povprečnega deleža 
mDC (Slika 8) je napovedal padec deleža mDC po pasažah, vendar pa vrednosti niso bile 
statistično značilne (p>0,05) za nobeno pasažo. Med dozorevanjem DC pride do 
povečanega izražanja molekul MHC II, kostimulatornih molekul CD80 in CD86 ter 
aktivacijske molekule CD83. Modeli napovedi povprečnih deležev celic CD80+, CD86+ in 
CD83+ (Slika 14) so napovedali padec le-teh, vendar pa vrednosti niso bile statistično 
značilne pri nobeni pasaži (p>0,05). Model napovedi povprečnega deleža zrelih epitelijskih 
celic (Slika 18), ki izražajo CK12, je napovedal padec povprečnega deleža celic CK12+ iz 
prve v drugo pasažo (p=0,007) in iz druge v tretjo pasažo (p=0,01). Model napovedi 
povprečnega deleža LEMC, ki izražajo ABCB5, je napovedal statistično značilni padec 
povprečnega deleža celic ABCB5+ iz prve v drugo pasažo (p=0,02). Menimo, da bi bilo 
pri parametrih, kjer se vrednosti niso izkazale za statistično značilne, treba ponoviti poskus 
na večjem številu roženic, da bi lahko govorili o padcu ali povišanju povprečnih deležev 
teh parametrov.  
Glede na napovedi modelov bi bilo smiselno celice gojiti do vključno prve pasaže. Kljub 
padcu mDC in pDC, tako aktiviranih kot neaktiviranih, v drugi in tretji pasaži, pa se močno 
zmanjša delež epitelijskih roženičnih celic in poveča izraščanje fibroblastom podobnih 
celic. Prisotnost fibroblastnega fenotipa celic v presadku ni zaželen, saj bi to vodilo v 
neprozorno strukturo roženice, ki ne bi prepuščala svetlobnih žarkov. V naši raziskavi smo 
imeli v prvi pasaži nižji delež pDC (0,07 % - 0,14 %) in mDC (0,07 % - 0,17 %) v 
primerjavi z začetno pasažo, hkrati pa smo imeli še vedno prisoten delež epitelijskih 
roženičnih celic (65 % - 70 %) in LEMC (4 % - 5 %). To bi bilo v skladu z mejami, ki so 
jih upoštevali tudi Fasolo in sod. (2017) v najbolj nedavni raziskavi uspešnosti presadkov 
vzgojenega limbalnega tkiva. 
Glede na rezultate poskusov ne moremo z gotovostjo potrditi prvih dveh hipotez, da se bo 
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z višjim številom pasaž znižalo število mDC in pDC, tako na plastiki kot na AM, in da se 
bo z višjim številom pasaž znižalo izražanje kostimulatornih molekul, tako na plastiki kot 
na AM, saj vrednosti niso bile statistično značilne. Menimo, da bi morali poskus ponoviti 
na večjem številu roženic. Med podlagama ni bilo statistično značilne razlike pri nobenem 
merjenem parametru (pDC, mDC, CD80, CD83, CD86, CK12 ali ABCB5). Zato smo 
ovrgli tretjo in četrto hipotezo, da bodo imeli eksplanti, gojeni na AM, večji delež 
epitelijskih celic (celic CK12+) v višjih pasažah kot eksplanti, gojeni na plastiki, in da 
bodo imeli eksplanti, gojeni na AM, večji delež LEMC (celic ABCB5+) v višjih pasažah 
kot eksplanti, gojeni na plastiki. 
Uspeh kliničnih aplikacij celičnih terapij zahteva optimizacijo gojenja in operacijskih 
postopkov, kontrolo mikrookolja v katerega vključujemo produkt in ustrezno farmakološko 
osnovo. Veliko alogenih celičnih produktov, ki so narejeni iz bolnikovih lastnih celic, 
moramo uporabiti še sveže, zato ne moremo delati večjega števila testov pred terapijo, saj 
že sam produkt proces in je konsistenca procesa glavna kontrola. Razumevanje perspektive 
regenerativne medicine nam ponuja vpogled v zelo verjetno prihodnjo obliko novih terapij 
in tudi zahtev, ki jih je treba izpolniti, da bi akademskim organizacijam in farmacevtski 
industriji olajšali razširitev le-teh po celotnem svetu. 
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